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序　　論
本研究の目的は魚短の増養殖において重要‾な形蛍の一つである療尭適応形賃
（輿棄ス・トレス・k対する港抗性）の遺伝支配を、グッピーをモデルとし七DNAマー
カーを指標として解明し、適応形質首宥する個体と有しない個体とを遭伝的に
判別する手法を開発し、▼さらrに産業対象種への応用・を試みる‥三とである。水温や
塩分濃度は自然状静において魚類の生息域を決める制限要因とな‾ってお‾り、増■
養殖においてこれらの要因は養殖可能水域や期間を制限する要因とならている
ばかりではなく、降雨等によるこれら要因の急激な変化は大量熊死をもたらし、
安定的な生産を妨げる要素の一つとなっている。魚類における環境ストレス抵
抗性系統や品種の育種が望まれている。魚類の環境ストレスに対する抵抗性の
遺伝学的研究はこれまで主に産業対象種を直接用いて行われてきた。しかし、
産業対象種は世代時間が長いことや大型で飼育設備が大掛かりになることから、
環境条件を一定に保つことや複数の世代にわたる実験を行うことが困難であっ
た。グッピーではこれまでに魚類におけるモデル実験魚として用いられ、高水
温に対する抵抗性の有無が遺伝的要因によることが示されている。
本課題では実験魚としてグッピーを用い、交配実験とこれまでの研究で開発
されている遺伝マーカーとの連鎖解析（qTL解析）から高温耐性に関与する遺伝
子座を明らかにすると共に、サブトラクシヨン法を用い高温耐性に関与する辻
伝子の産物と抵抗性の有無に関わる変異を特定し、抵抗性を有する個体のDNA
マーカーを用いた判別細Aマイクロアレイ法）の建立を試みることにある。
初年度は交配実験とこれまでに得られているDNAマーカーを用い高温耐性の
遺伝様式の推定、および連鎖解析を行う。これと平行して、高温耐性個体特異
的に発現している辻伝子の検出を行う。次年度以降、連鎖解析で得られた結果
と高温耐性個体特異的に発現している辻伝子の変異との整合性を検討し、高温
耐性の有無に関与している辻伝子の変異（塩基配列の差異）を特定する。さらに、
特定された遺伝子の変異を用いた、高温耐性個体の判別手法を確立する。
学術的な特徴・独創的な点および予想される結果と意義
これまで量的形質の遭伝支配の解明はqTL解析が主に行われてきた。一方で
形質特異的に発現している辻伝子を特定する方法としてサブトラクション法が
開発されている。qTL解析は染色体上での遺伝子の位置情報をもたらすが具体
的な辻伝子の配列情報には至らない。一方、サブトラクション法は塩基配列情
報をもたらすが具体的な形質への関与に関する情報は少ない。qTL解析とサブ
トラクション法は量的形質の遭伝支配を解明する有力なツールでありながら、
相互の不足部分を補う形で用いられた例はない。これらの手法不足部分を補う
－1－
形で用い高温耐性の遺伝支配を明らかにする点が本研究の独創的な点である。
本研究では高温ストレス時に発現するいくつかの熱ショックタンパク（HSP）中
の変異が高温耐性の個体差に関与していると予想している。したがって、HSP
をコードする遺伝子における塩基配列の変異を高温耐性個体のDNAマーカーと
した個体判別が可能と考えられる。ストレス処理を行わずDNAマーカーで耐性
個体を判別できる手法の確立は選別の効率化と共に魚体に与えるストレスを軽
減することに意義があると考える。
当餅研究の位鷹付
これまでに数種類の熱ショックタンパクⅢSp）が高温ストレス時に発現する
ことが報台されているが、HSPが高温耐性の個体差にどのように関与している
かは明らかにされていない。本研究は個体レベルの耐性の有無と分子レベルで
の変異とを結び付た新しい試みである
－2－
第　一　章
グッピーの高温耐性における系統差と遺伝様式の推定
－3－
序論
水生生物の生息する環境は水温、塩分、潮流、餌環境などの様々な要因により決定され
ている。魚類は変温動物であり、その体温は環境水温の影響を強く受lナており、環境水温
は魚類の生息域を決めている制限要素の1つである。また、魚類は商業的な価値をもつも
のが多く、主に食用や鑑賞用として世界各地で増養殖が盛んになされている。魚類の増養
殖はグラスハウスなどで育成する植物と異なり、コストや技術的な理由から開放的な場所
で行われることが普通である。それゆえ、日射量、挿雨、季節ごとの温度変化などの影響
を強く受ける1）。そして現実問題として養殖現場で日射量、降雨、季節ごとの温度変化
などの影響により水温が急激に変化することで甚大な故事を被るこ享は、少なくない。こ
のような理由から、魚類の水温に対する反応に関する情報が求められている。そして、魚
削）温度耐性を遺伝学的に調べることで、より生息水温の幅が広い品踵の作成なども可能
になると考えられる。それゆえ、魚類の温度耐性を調べ・水温に対する応答の遺伝支配を
明らかにすることは重要であると考えられる。
魚矧こおける温度耐性の遺伝学的研究は異なる条件で生息している種間2）、亜種闇
3）、地方品種間4）で適応拭験の結果を比較することで行われている。これらは、異なる
生息条件に遺伝的に適応した集団間で高温に対する耐性拭験の結果を比較し、その表現型
の差異と遺伝的な差異を関連づけている○しかし、このように異なる集団問の差異を検討
するときには、前歴の条件の違いに注意しなければならない。例えば、・reddrumの稚魚
を用いた研究では、異なる地域に生息する2つの集団間で温度耐性に差異がみられたが、
この2つの集団から観点をとり同一条件下で産仔させ、飼育した個体を用いて温度耐性を
比較したところ差異がみられなかったことから、この差異は、2つの集団が生息している
湖沼の水温の差異の影響が強いと報告されている5）。また、ラージマウスパスを用いた
研究では、8。Cに順化させた個体は29・2℃までしか耐えられなかったのにたいして、82
℃に順化させた個体は40．9℃まで耐えられたと報告されていが）。このような廟化水温
による水温耐性の違いは様々な魚種でみられている○このことは、温度耐性が肘化水温や
前歴水温に影響を受けることを示している。従って、供試魚の前歴の条件が異なる集団を
一4－
用いた場合、環境要因と遺伝要因の区別が不明瞭であり、一軌こ遺伝要因について論じて
いるとは言えない。そこで、異なる集団を用いて適応試験を行い遺伝要因について論じる
ためには、前歴の条件をできるかぎり同一にし集団間の環境の差異を取り除く必要があ
る。
グッピーは南米鱒産とされる淡水魚で、飼育が容易で世代交代がはやく形態的特徴こよ
り多くの系統が作成されている。このような性質からグッピーは遺伝学的研究に．用いる美
験動物として適しており、成長7）、体色8）、脊椎骨数の、塩分耐性10）、温度耐性11）
など様々な形矧こついて遺伝学的な研究がなされている〇
本研究では同一条件で飼育されている系扶化されたグッピーを用いて、グッピーにおけ
る高温耐性の遺伝支配を明らかにし、その遺『様式を推定する子とを目的とした。
－5－
1）グッピーの高温耐性における系統善
－6－
1章　グッピーの高温耐性における系統差
序論
温度耐性の遺伝鱒特性は、カワカマス2）やメダカ3）の研究で行われているように異なる
集団を用いて適応試験を行うことによって明らかにすることができる。しかし、異なる集
団間の適応試験の揺黒の差異は遺伝要因と環境要因からなっており」どちらの要因かを特
虐することは困難である○この間題は、集団甲の環境要因を除去することで解決できる。
そして、環境要因を除去する方法として飼育条件を同一にして維持されている集団を用い
ることが有効である。
本研究室で飼育され士いるグッピー系統は主に体色により特徴づけられ飼育されてお
り、それぞれの系統はすべて同一の条件下で飼育されている。これらのグッピー系統は主
に体色により特徴づけられているが、クローズドコロニーとして飼育されていることによ
り、それぞれ特有の遺伝的組成を持っているbこのようにそれぞれが特有の遺伝的組成を
もち同一の条件下で飼育されているグッピー系統間で見られる形質の差異は遺伝的な要因
によるものと考えられる。
本章では、本研究墓でクローズドコロニーとして継代飼育されているグッピー13系統
を用いてグッピーにおける高温耐性の系統差を明らかにすることを目的とした。
材料と方法
実験に用いたグッピーは本研究室でクローズドコロニーとして地代飼育されている13
系統である，（表1－1）。これらの系統は起源が異なり、体色、体長などの形質が異なってお
り、またアイソザイム遺伝子頻度組成にも違いがあることが分かっている12）。Tl系統は
丁系統を起源とし、T系統から体色が黒くならない個体を選択し作成した系統である。
RC系統はキングコブラとアルビノのFlを起源とLB系統は赤色の強い個体を選択し作成
した系統であり、C系統は黄緑色の強い個体を選択し作成した系統である。S系統は1975
－7－
年にスタンダードタイプとしてペットショップより購入されたものである。S3系統はS系
統を分離し、推代飼育したものであり、8343系統は83系統より分離し、推代飼育した
ものである。SC系紺ま＄系統の雌とコプラタイプの雄の子が起源である00系統は沖縄で
野性化していたものが起源である。これらの系統は60リットル水槽において水温23±2
℃で1日2回コイ用ペレットと乾燥ミジンコを混ぜて給餌した。
高温処理実験は60×85×30cmの恒温水槽を用いて、23℃の飼育水を15リットルい
れ、そこに10×10×12cmのメッシュのかごを6個用意した0供試魚は各系統のスト■ッ・
クから無作為に抽出し、かごあたり10個体を上限の密度とした。急な温度上昇による供
試魚由ショック死を逝けるため水温は23℃かやヒーターとサーモスタットを用いて12分
毎に1℃ずつ上昇させ、恒温水槽内で水温がむらにならないようにエアーストーンを用い
て撹絆し、3時間で37℃に連するように調節した。水温はその後37±0．5℃で女定した
（図1－1．2）。水温が37℃に連した時点を0時間として30分毎に生死判定を行った○生死判
定は鯉の動きがなく、外部からの刺激に対する反応が見られない場合に死亡と判定し、水
槽から取り出し、雌判別を行い、標準体長を測定した。グッピーは生後60日前後で雌
雄判別が可能になり、この時の体長が約14mmである。そこで供試魚は幼魚（体長14mm
以下卜雌、社と区分した。
結果
グッピー用系統における体長と高温処理後の死亡時間の関係を図1－3－1，2，3に示し
た。その結果、どの系統でも体長が大きくなるにつれて、死亡時間が短くなる傾向が見ら
れた。高温処理後の死亡時闇が幼魚、雌、′雄でどのように変化していくのかを萌べるため
体長を2mmごとに区切り、その範囲内の個体の平均死亡時間をもとめその値と体長の関
係を調べた（図1－4－1，2）。その結果、B系統において幼魚の初期（体長約6mm）では平均死
亡時間が9時間であったのに対して体長的10mmでは平均死亡時間が14．5時間と最も長
くなり、その後的13mmでは5．2時間とふたたび短くなった。雌では3．1～9．0時間で平均
死亡時間は5．8時間、紘成魚で峰2．8～6．5時間で平均死亡時間は4・9時間で安定した。幼
魚期で体長により死亡時間が大きく変化するのに対し、成魚では比較的安定していた○ま
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た、いずれの体長においても雌のほうが雄より死亡時間が長い傾向が見られた。この傾向
は全ての系統でみられた。このように、成魚と幼魚では体長による高温処理後の死亡時間
の変化に差異がみらた。幼魚期には、体長により高温耐性が大きく変化するので、高温耐
性の系統差を検討するには比較的体長による変化の小さい成魚のほうが適していると考え
られた。そこで、本研究では成魚を用いて高温耐性を調べることにする。
成魚の高温耐性における体長による違いを調べるために、各系統の雌について表1－2
に示した平均体長より大きな個体を大型個体、小さな個体を小型個体として、大型個体と
小型個体における高温処理後の平均死亡時間を比較した（図1－5）。横軸畔軸）に大型個体
の平均死亡時間を、榊町側）に小型個体の平均死亡時間を系枕ごとにプロットした。そ
の結果、平均死亡時間は雌では大型個体で2．8～10．4時間、小型個体で3．3～14．9時間と
なりy＝X直線上に分布し、Ml系統の雌両方で小型個体の平均死亡時間が長くなった
が、他の系統では大型個体と小型個体による死亡時間の差はみられなかった。♯では大型
個体で2．2～10．4時間、小型個体で2．5－11．0時間に分布し、大型個体と小型個体による
死亡時間の善は見られなかった。したがって成魚における高温耐性には体長による違いは
ないと判断した。
次に麒ヰ間での高温処理後の死亡時間を比較するため、図ト6に示すように各系統の雌
成魚の平均死亡時間を横軸に雄の平均死亡時間を縦軸にプロットした。その結果、D系統
以外の日系統はy＝X直線上に分布せず、D系統を除く各系統で雌の方が杜より死亡時闇が
長いことがわかった。また両者の相関を調べてみたところ相関係数は0．763と正の相関が
みられたので、高温耐性が雌で強い系統は漣でも強く、雌で弱い系統は並でも弱いことが
わかった。
次lこ成魚と幼魚の高温耐性の関係について桐ぺるため、成魚と幼魚の死亡時間を比較し
た（即一丁）。その結果、雌成魚と幼魚の闇では相関係数は0．213、姐成魚と幼魚の間では
相関係数は0．03であった。どちらの場合も有意な相関はみられなかった。
成魚の高温耐性臭験の結果をまとめると表1－3で示すように3つのグループにわけるこ
とができ、高温耐性において強い系統と弱い系統があることがわかった。高温耐性におい
て強い系枕のグループにはMl，C．E，幻系続があり、平均死亡時間はMl系統の雌で10．2時
間、漣で5．5時間、S3系統の雌で7．4時間、社で4．5時間となった。弱い系統のグループ
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には9C，D系統があり平均死亡時間は9C系統の雌で4・1時間、雄で2・4時間D系統の雌で
2．8時臥雄で3．0時間となった。中間の系枕のグループにはTl．B，F，T，83－28，W，0があ
りTl系統の雌で5．9時間、雄で5．0時間、0系統の雌で5．6時間、雄で3．4時間となり、高
温耐性に関して系統差がみられた。
高温耐性の強い系統と弓軌、系統での系統内での死亡時間の分布を比較するため高温耐性
の強いグループであるC系統と軌、グループであるD系統、系統の平均死亡時闇が系捷全
体の平均死亡時間とほぼ同じ値を示す＄3－23系統で高温処理後の死亡時間のヒストグラ
ムを作成した（図1－8）。その結果、平均的な死亡時間を示す83・23系統に比べて、弱い系
統であるD系統では鵬共にすやに死亡する個拝しかみられない。強い系統であるG系統
ではすやに死亡する弱い個体から、長時間生きている強い個体まで含まれていた。またC
系統の雌において4．5時間と0．5時間の2つの時間にピークがみられた。
考察
グッピーの成魚における高温耐性について平均体長より大きな個体と小さな個体に分け
て比較したところ、その間に差はなかった。これにより、高温耐性には体長による違いが
ないことがわかった。次に雌社による違いを比較したところ雌成魚の方が妊成魚より耐性
が強いことがわかった。このように雌雄闇で形質に差異がみられる現象はグッピーの低温
耐性においてもみられており、低温耐性を支配する遺伝子が伴性遺伝するという報告がな
されている11）。このことから高温低温に関係なく、雌雄間での温度耐性が異なっている
と考えられるが、高温耐性が低温耐性と同様、伴性遺伝するかどうかという事はわかって
いない。
成魚と幼魚の高温耐性の関係について検討するために成魚（堆、雌）と幼魚の高温処理後
の各系統の平均死亡時間の相関を調べたところ、並と幼魚、雌と幼魚の両方ともで有為な
相関がみられなかった。このことから、高温耐性に関して成魚と幼魚では異なった遺伝的
要因が働いていると考えられた。
幼魚期の高温耐性を桐べたところ幼魚期の初期から後期にかけて、高温耐性に変化がみ
られたことは、幼魚期の初期と後期での観点の影響の違いなどが考えられた。このことに
－10－
関して、幼魚の高温耐性は、生後0～4日までは雌親魚の影響を強く受けており、それ以
降に鱒魚自身の高温耐性が現われるということがわかっている。このように幼魚期と成魚
期で異なった遺伝的要因が働くことはグッピーの成長18）や塩分耐性1叫こおいても報告さ
れている。主な要田は母性効果と考えられている〇
本研究室で飼育されているグッピーの各系統は、クローズドコロニーとして水温23±2
℃で60リットル水槽に個体数約300～500尾で飼育されている。これらの系統は飼育条
件を同一にしており、飼育環境の差異はほとんどないと考えられる。また、Ma¢a帽maS
がd叩012）は、グッピー8系統の27アイソザイム遺伝子を調べ・系統ごとに遺伝的分
化がみられ、系統ごとに特有の遺伝子頻度組成をもっていることを報告している。さらに
グッピーの系統間における形質の挙兵が成長7）、塩分耐性10）J低温耐性11日こついて報告
されている。本研究でそれぞれが特有の遺伝子頻度組成を持つとされる系統間で高温耐性
の系統差がみられたことは、高温耐性が遺伝的要因に支配されているためと考えられた。
そして、系統内でばらつきがみられたことから高温耐性が形賞発現に作用する多くの遺伝
的要因に支配されていると考えられる。
高温処理後の死亡時間のヒストグラムをみたところ、C系統の雌で4．5時間と9．5時間に
ピークがみられた。このように2つの時間にピークがみられる現象は、高温耐性の強い系
統から中間の系統にかけて雌でよくみられた。これは、弱い系統では弱い個体しか存在し
ないが、強い系統では覇い個体と強い個体が存在しており、弱い個体の死亡時闇のピーク
と強い個体の死亡時間のピークではないかと考えられた。
また、系挟間で平均死亡時間に差異がみられたが他にも死亡時間のばらつきに系統間で
差異がみられた（表1－4）。そして、死亡時間の変動幅と推代飼育年数との関係を嗣べたと
ころ有意な負の相関がみられた．（図1－9）。本研究室で飼育されているグッピー系統はクロ
ーズドコロニーとして維持されているため系統維持の過程で近女が生じていると推測され
る。表現型分散Ⅳp）は遺伝要因（Vg）と環境要因Ⅳ句から成り立っている○これを式で表
わすと次のようになるM）＝Vg＋Ve）。遺伝的に均一な純系においては個体間に遺伝的な差
異はないので、個体間の差異は環境要因によると言われているⅣp＝Ve）。そして、近文
から純系を作成する時にその過程において近交が進むにつれて表現型分散の遺伝要因が減
少することはよく知られている。これは次の式で表わされる（Vp＝Vg（1－F）＋Vo）。この
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式の円ま近交系数と呼ばれ、近交の度合を表わしており、近交力進むにつれてこの値は増
していく。今臥絶代飼育年数が増大するにつれて系統内の死亡時間のばらつきが減少し
た虜囚として、Vp＝Vg（1－F）＋Veの式から考えると、継代飼育により近文が進み陀値が
増大し、遺伝分散が減少した結果として表現型分散が減少したためと考えられる0このよ
ぅに高温処理後の死亡時間の変動幅が継代飼育年数と相関を示したことは、高温処理後の
平均死亡時間の遺伝分散力小さくないことを示しており、グッピーの高温耐性が遺伝的要
因に支配されていることを支持する結果と考えられる。なお、平均死亡時間の系統差を比
較するには遺伝的背景が異なるため使っていない野性集団起源の系続をいくつか用いてい
る。これらは、クローズドコDニーの維持があまりなされていない状態のものとクローズ
ドコロニーとLt維持されているものを比べるために用いた○
要約
1）幼魚と成魚の高温耐性には違いがあり、幼魚の方が強く、成魚の高温耐性には体長に
よる違いはなかった。
2）雌雄における高温耐性を比較すると、雌の方が雄より高温耐性は強かった。また卓と
雌の高温耐性の間に高い相関があった○つまり高温耐性において雌の強い系統では雄
も強く、雌の覇い系統では雄も弱かった。
3）グッピー13系統の成魚において高温耐性には系統差があり、強、中、弱のグループに
分けることがセきた。
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2）グッピーの高温耐性における35℃高温処理と
37℃高温処理の比較
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2章　グッピーの高温耐性における35℃高温処理と37℃高温処理の比較
序論
1章で高温耐性の強いグループのC系統では高温処理後の死亡時間のヒストグラムが、2
つのピークをもつ分布を示した。このことについて、Kandaota113）は183系枕の1ベ
アーを起源とする分集団を16分集団作成し、それらの未成熟魚の死亡時間のヒストグラ
ムを比較した。その籍果、2．5時間をピークにもろ分集団と、4．5－5．0時間をピークにも
つ分集団に分けられることを示した。そして、この分集団を作成した元集団を耐性方向と
感受性方向に選択すると、耐性方向への選択集団のピークカ旬．9時間となり、感受性方向
への選択集団のピークが2．6時間となったこ七から、系統内妻耐性の軌、個体（死亡時間
のヒストグラムのピークを2・5時間にもうグループの個体）＿と耐性の強い個体（死亡時間
のヒストグラムのピークを4．5－5．0時間にもつグループの個体）があり、高温耐性に関与
する多くの遺伝子ゐなかで他より大きな影響力をもつ主働遺伝子が存在する可能性のある
ことが報告されている。今回、各系統の雌で高温処理後の死亡時闇のヒストグラムに2つ
のピークがみられることは、83系統に限らず様々な系統内の個体が高温耐性が強い個体
と弱い個体に分けられる可能性が考えられる。さらに、2つのピ「クが強い個体と弱い個
体それぞれのピークであり、主働遺伝子が仮定されるなら一定温度で選択することにより
系統内の個体を、高温耐性の強い個体すなわち耐性遺伝子をもつ個体と軌l個体すなわち
感受性遺伝子をもつ個体に分けられると考えられる。そして、このようにして耐性の強い
個体と耐性の削、個体が判別できるなら、交配乗鞍により遺伝様式を推定できると考えら
れる。
本章では、85℃高温処理をすることにより高温耐性が強い個体を選択し、選択された
個体が37℃高温処理でどのような死亡時間を示す個体であるか検討することを目的とし
た。
－14－
材料と方法
供試魚は1竃で用いたグッピー系統のうちB、C、D、S3、S3－23系統を用いた。各系
統の飼育条件などは1章と同様である。35℃高温処理による選択は、まず500両コニカ
ルビーカーに飼育水と供拭魚を1鳥いれ、そのコニカルビーカーを予め気温35℃にしてあ
るインキュベーター内にいれ24時間後に取り出し供拭魚の生死を判別した。生死の判別
は、37℃高温処理の時と同様に外部からの刺激に反応がなく、鮭に動きがみられない時
に死亡と判定した（図2－叫。1度の35℃高温処理はもちいる個体は最大18尾までとし
た。各系統とも8～11回350C高温処理実験を行い、その生残率のばらつきから標準誤差
をもとめた。
35℃高温処理での生残個体は、高温処理の影響をなくすため15～20日間23．0±2．0℃
で飼育した後、37℃高温処理を行った。37℃高温処理の方法は、1章と同様である。
結果
35℃高温処理と37℃高温処理の関係を調べるため35℃高温処理後の生残牢と37℃高
温処理後の平均死亡時間を比較した（表2・1）。その結果、各系統の生残率は雌では50．0％
（B系統）から75．6％（88系均、雄では86．7％（8系統）から55．9％（83系均となった。37
℃高温処理と同様に、35℃高温処矧こおいても雌のほうが雄よりも耐性が強く、雌で耐
性の強い系統は雄でも耐性が強くなる傾向がみられた。このように雌雄間の耐性の違いや
系統間の耐性の違いが37℃高温処理の時と同様にみられた。85℃高温処理においても37
℃高温処理と同様に系統差がみられたことは高温耐性における遺伝支配を支持する括果と
なった。そして、37℃高温処理後の死亡時間が長い系統は350C高温処理後の生残串が高
く、死亡時間の短い系統は生残串が低くなる傾向がみられた。
35℃高温処理で選択された個体が37℃高温処理で死亡時間の長い個体かどうかを嗣ぺ
るた串、35℃高温処理後の生硬個体を用いて87℃高温処理を行いその平均死亡時間と元
のストックである各系統の37℃高温処理後の平均死亡時間を比較した（表2－2）。その結
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果、350C高温処理後の生残個体の平均死亡時間は、雌では8．8時間（83－23系統）から9．6
時間（83系枕、D系統）、雄では6．5時間（B系均から7．2時間（83系均となった■。B系統の
雄を除いて高温処理を行っていない元のストックである各系統の平均死亡時間より有意に
長くなった。
各系統の平均死亡時間と35℃高温処理後の生残個体の死亡時間の関係を調べるため
に、両者の平均死亡時間を比較した（図2・2）。その結果、両者の平均死亡時間に相関はみ
られなかった。また、35°C高温処理後の生残個での37℃高温処理後の平均死亡時間に系
統間で有意差はみられなかった。
35℃高温処理で死亡した個体が37℃高温処理でどうような死亡時間に位置する個体か
を調べるため、35℃高温処理における生残個体の死亡時間のヒストグラムと高温処理を
おこなっていない元集団の死亡時間のヒストグラムを各系統で比較した（図2－3～7）。そ
の結果、85℃高温処理における生残個体は、35℃高温処理を行っていない元集団と比べ
て雌雄どちらにおいても4－5時間以下の死亡時間を示す個体が極瑞に減少していた。そこ
で、各系統での元集団と350C高温処理で選択された集団の4．5時間以下の死亡時間を示す
個体の割合を調べたく表2－8）。その括果、B系統の雌では850C処理を行っていない集団で
は54．8％であったが35℃高温処理後は3二1％に、雄では61．7％が5．5％に大きく減少して
いた。同様にすべての系統において元集団に比べて35℃高温処理で選択された集団では
4．5時間以下の死亡時間を示す個体の割合が大きく減少していた。これは、370C高温処理
で4－5時間以下の死亡時間を示す個体が35℃高温処理により選択されたためと考えられ
る。
上記のように35℃高温処理で死亡した個体が370C高温処理で4．5時間以下の死亡時間
を示す個体ならば、35℃高温処理で生残した個体は37℃高温処理で5時間以上の死亡時
間を示す個体と考こえられる。そこで、各系統の35℃高温処理後の生残率と37℃高温処理
で5時間以上の死亡時間を示す個体の割合を比較した（表2－4）。その棒果、37℃高温処理
で引時間以上の死亡時間を示す個体の割合と35℃高温処理後の生残串の間には有意差はみ
られなかった（二項検定、危険率5％）。このことから、35℃高温処理後の生残卒と37℃
高温処理で5時間以上の死亡時間を示す個体の割合に違いはないと考えられる。図2一別ま
両者の関係を図で表したものである。両者の間には正の相関がみられた。また、各プロツ
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・＿トはyFX上によくそっていた〇
・85℃高温処理後の生残個体が37℃高温処理で5時間以上の死亡時間を示す個体である
なら、35℃高温処理後の生残個体と370C高温処理で5時間以上の死亡時間を示す個体の
平均死亡時間は同レベルになると考えられる。そこで、各系統で87℃高温処理で5時間以
上の死亡時間を示す個体のみで平均死亡時間を求め、350C高温処理で生残した個体の平
均死亡時間と比較した（表2・5）。その結果、5時間以上の死亡時間を示す個体の平均死亡
時脚ま鱒で7・7時間（83－23系均から10・3時間（S3系統）、雄で6．4時間（C系均から7．6時
間岬系均となり、35℃高温処理で生残した個体ゐ平均死亡時間は雌で8．8時間（S3－23
系均から9．6時間（S3系統、■D系均h雄で6．5時間（B系均から7．2時間（83系均となっ
た。すべての系統で両者の平均死亡時間に有意差はみられなかった。
考察
2章ではC系統とD系統に関して1葺の時とは平均死亡時闇が異なっている。D系統につ
いては系統内の個体数が著しく減少することがあったため、元集団の遺伝的組成が大きく
変化したためと考えられる。
37℃高温処理の隙、雌でみられた2つのピークについて、35℃高温処理を行うことで
死亡時間4．5時間以下の個体と5時間以上の個体にわけることができた。そして、各系統
において35℃高温処理で選択された個体の37℃高温処理における死亡時間のヒストグラ
ムのピークと各系統の37℃高温処理における死亡時間のヒストグラムの長いほうのピー
クがほぼ一致していた。このことから、雌において35℃高温処理で生残した個体は9－11
時間に死亡時間のピークをもつ耐性の強いグループの個体であり、35℃高温処理で死亡
した個体は3－4時間に死亡時間のピークをもつ耐性の帝いグループの個体であると考えら
れた。
これら5系統にいける37℃高温処理での死亡時間のヒストグラムでみられる2つ．のピー
クは系統に関係なく8－4時間と9－11時間になった。また、35℃高温処理で選択された集
団の平均死亡時闇には系統間で違いがみられなかった。そして、生残串の高い系統ほと
87℃高温処理で死亡時間5時間以上を示す個体の割合が増加している。このことから、高
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温耐性が強い個体、弱い個体は、系統に関係なく一定の強さを持っており、高温耐性の酔
い系統の耐性の強い個体と高温耐性の弱し、系統の耐性の強い個体で耐性のレベルに違いは：
ないと考えられる。このことから、高温耐性の系統差は、強い耐性をもつ個体と弱い耐性
を持つ個体の頻度の差によるものであると考えられた。このことに関して、もし少数の主
動遺伝子を仮定するなら高温耐性の系統墓は耐性遺伝子の頻度の差によると考えられ、耐
性の強い個体、軌、個体の耐性のレベルは系朗甲がふいと考えられる。以上のことか
ら、高温耐性を支配する多くの遺伝的要因の中で他より大きな影響を与える1つもしくは
少数の要因が存在する可能性が考えられた。一般に量的形質と呼ばれる形質は無数の微動
遺伝子によって支配されていると考えられていた。しかし近年、統計的手法や分子生物学
的手法からラットやショウジョウバエ、ヒト、各種植物において量的形賞に関与する遺伝
子数が必ずしも多いとは限らないという可能性が示されている16）。グッピーの高温耐性
において多数の遺伝的要因のうち大きな影響力をもつ少数の遺伝的要因が存在する可能性
が示されたことは重要なことであると患われる。
要的
1）370C高温処翠で平均死亡時間の長かった系統は35℃高温処理において生残率が高
くなる傾向がみられた。
2）350C高温処理で生残した個体の37℃高温処理における平均死亡時間は、元集団の平
均死亡時闇より長かった。しかし、35℃吉夢処理で生残した個体の37℃高温処理に
おける平均死亡時間には系統による違いはみられず一定の値を示した。
3）35℃高温処理で死亡する個体は、37℃高温処理で5時間以下の宛亡時間を示す個体で
あり、35℃高温処理で生残する個体は、37℃高温処理で5時間以上の死亡時間を示す
個体であった。
以上のことからグッピーの高温耐性にみられる系統差は耐性の強い個体と弱い個体の頻度
の善によると考えられた。そして、グッピーの高温耐性を支配する多くの遺伝的要因のう
ち他より大きな影響を及ぼす少数の遺伝的要因が存在する可能性が考えられた。
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3）交配実験によるグッピーにおける高温耐性の遺伝様式の推定
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3章　交配実験によるグッピーの高温耐性の遺伝様式の推定
序論
35℃高温処阻こよ。高温耐性の強い個体と軌、甲体にわけることができた。そして、
高温耐性の系統差が耐性の強い個体と耐性の凱l個体の頻度の差によるものであると考え
られた。このように、高温耐性を域偉形質としてとらえた。Fujiootaい1）はグッピーの
低温耐性を域値形賞としてとらえることで交配実験から遺伝様式を推定し．ている○今臥
2葺で高温耐性を支配する多くの遺伝的要因の中で他より大きな影響を翠ぽす少数の要因
が存在する可能性が考えられたことから高温耐性を域値形賞としてとらえることで交配実
験から遺伝様式を推定できるのではないかと考えられる。そこで木霊では、35℃高温処．
理での生残個体と死亡個体を用いて交配実験を行い、親魚の生死と子魚の生死の割合から
遺伝様式の推定を行うことを目的とした。
材料と方法
本研究で用いた供拭魚は1、2章で用いたグッピー系統のうち、S3系統を用いた。飼育
条件などは1辛に記してある。交配実験に用いる雌親鳥は60リットルの83系統のストッ
ク水槽から無作為に未成魚を取り出し、2．5リットル水槽で飼育し飼育過程で雄と判断さ
れる個体を取り除き得られた処女雌を用いた。そして、得られた処女雌と姓を1リットル
カパックで1ペアーづつ飼育して交配させ子魚を得た。子魚は雌雄判即が可能になるま
で、約4ケ月間飼育した。35℃高温処理は、親魚は1～3産仔後に子魚は雌雄判別が可能
となった的4ケ月後に行った（図3・1）。35℃高温処理の方法については2章と同様であ
る。
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結果
・交配実験に用いた供試魚は、親魚37ベアーとその子魚で雌167尾、雄164尾である。
交配実験に用いた親魚と子魚の生残率を比較した（表8－1）。その結果、親魚の雌で75．7％
器芸．慧憲二芸≡芸芸諾意三笠．完芸霊．憲の
なった。これは、交配に用いた観点がストック水槽からランダムに抽出されているこ■とを
示す。
親魚と子魚の高温耐性の関係を網ぺるため、親魚の生死ごとの子息の生残串を求めた
（表3・2）。その結果、親魚の雌雄に関係なく生残した親魚から生まれた子魚は死亡した親
魚から生まれた子魚より明らかに生残率が高かった。また、親魚の雌雄での子魚の生残串
を比較すると、雌親が死亡する時、子魚の生残率は雌で26．1％、社で14．0％となり、ヰ
親が死亡する時、子魚の生残率は雌で54．4％、雄で44．1％となり、雄親が死亡する時よ
り、此親が死亡する時の方が子魚の生残率は低くなった。しかし、雌親が生残する時、子
魚の生残率は雌で89．3％、雄で62．0％となり、雄親が生残する時、子魚の生残串は雌で
87．5％、雄で55．0％となり雌親が生残する時の方が子魚の生残串が高くなる傾向はみら
れたが親魚が死亡している時ほどの違いはみられなかった。
親魚の生死の組合せと子魚の生死の関係を嗣べるため、観点の生死の組合せと子魚の雌
雄ごとの生残率を比較した（表3・3）。その結果、雌どちらも生残する組合せの時、子魚
の生残串は雌で97．2％、雄で66．7％となり子魚の生残率は4つの組合せ中で最も高くな
り、雌雄とちらも死亡する組合せの時、子魚の生残串は雌で16．7％、雄で15．4％となり
手魚の生残串は4つの組合せ中で最も低くなった。また、雌生残で雄死亡の組合せの時、
子魚の生残率は雌で77．6％、雄で56．9％となったが、雌死亡でヰ生残の組合せの時子魚
の生残率は雌で43．8％、雄で11．8％となった。このように、片親のみが死亡する組合せ
の時、子魚の生残率は、雌親が死亡する時の方が雄親が死亡する時より明らかに低くなっ
た。
このような親魚の雌雄による子魚の生残率の違いは高温耐性が伴性遺伝することによる
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可能性が考えられる。そこで、伴性遺伝する遺伝子を仮定して親魚と子魚の生死からタイ
プわけを行ってみた（表3・4）。33ベアー中26ベアーがいずれかのタイプに分類された○
残りの当てはまらない7ベアーはunknownとした。表3・引こ6つのタイプわけと推定され
る連伝子型を示す。
F坤00ta1．11）は、交配実験からグッピーの低温耐性が伴性遺伝する主動遺伝子により
支配されていると報告している。そして、低温耐性が、X染色体上に存在する優性の低温
耐性遺伝子と劣性の低温感受性遺伝子により支配されており、雌匹X）は劣性ホモの個体が
低温に弱く、社印は劣性の低温感受性遺伝子を持つ個体が低温に弱くなる○そのため、
雌の方が雄より低温耐性が強い個体の比率が高くなると述べている。今臥高温耐性につ
いても雌差がみられたことは、同じ理由によるものであると考えられた。
親魚と子魚の関係を桐べたところ、親魚が死亡するときヰ親が死亡するより雌親が死亡
するときの方が子魚の死亡率は明らかに低くなった。これは、高温耐性が肋よりも雌親
の影響を強く受けているためと考えられる。この理由として×染色体が関与する伴性遺伝
を考えると、グッピーは雌匹X）ホモ型であり、子魚は雄〆Ⅵよりも雌併X）の影響を強く受
けると考えられる。
片親のみが死亡する組合せの時、子魚の生残率は、雌親が死亡する時の方が撞親が死亡
する時より明らかに低くなった。通常の常染色体上の遺伝子座にある遺伝子により高温耐
性が支配されているとするなら、片親が死亡するときそれが雌であろうと雄であろうと子
魚の生死の割合に違いがみられないはずである。このように、片親のみが死亡する組合せ
の時、死亡する観点の雌雄で子魚の生残率に差がみられる理由として高温耐性が伴性遺伝
するからではないかと考えられた。
遺伝様式の推定した時、特に雌が死亡する組合せの時に推定される子魚の生死と実際の
子魚の生死が異なる組合せがみられた。これに関して今回行ったタイプわけは1遺伝子座
支配をモデルとしてタイプわけを行ったが実際に1遺伝子座支配であることは考えづら
い、そのため当てはまらないベアーがあったと考えられた。しかし、多くのベアーがタイ
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プわけに当てはまったことは、2章で示した高温耐性を支配する多くの遺伝的要因の中で
他より大きな影響を及ぼす少数の遺伝的要因が存在する可能性を支持するものであると考
えられるo
Fujiootal．18）は交配実験を行い低温耐性を調べた隙に、親魚の耐性の強い系統では稚
仔魚の耐性は強くなったが、観点の耐性が強い系統であっても稚仔魚の耐性が明らかに弱
くなることもあると報告している0そして、その苧由として主相伝子の働きを阻専する
何らかの要因があり、その要因としては微弱有害遺伝子の存在ではないかと推定してい
る。今回、推定される子魚の生死の割合と異なる結果となったのは、上記のような微弱有
事遺伝子の影響によるものであるかもしれない。また、Fujiootaい9）はグッピーの幼稚
魚を用いて高温耐性を嗣べた結果ヘテロシスがみられると報告している。推定される子魚
の生死の割合と実際の子魚の生死の割合の違いの理由としてヘテロシスもしくは近文など
のによる生活力の上昇や低下20）の影響による可能性も考えられる。
要約
1）高温耐性の強い親魚から生まれた子魚は高温耐性が強く、高温耐性の弱い親魚から生
まれた子魚は高温耐性が弱かった。
2）子魚の高温耐性の強さは雄親よりも雌親の影響を強く受けており、特に雄親より雌親
が死亡する時に子魚の生残率が低くなった。
3）高温耐性が伴性遺伝する可能性が示唆された。
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まとめ
本研究室で飼育されているグッピーは隕ぼ同一条件下で飼育されており、系統間で環境
の違いはないといえる。環境の差がない系統闇で高温耐性に違いがみられたことから、
グッピーの高温耐性は遺伝的要因により支配されていると考えられた。また、雌雄間で高
温耐性に差異がみられた○系統差、雌雄差などの高温耐性の特徴は、Fujioetal（1990）．
が報告しているグッピーの低温耐性でみられる特徴と一致するところが多かった。死亡時
間の頻度分布を調べたところ、多くの系統で2つのピークを持つ2時型のヒストグラムを
示した。これは、高温耐性の強い個体のピークと弱い個体のピークと考えられる。そこ
で、35°C高温処理を行うことで、高温耐性の強い個体と弱い個体を選択してみたとこ
ろ、35℃高温処理で生残する個体は37℃高温処理で死亡時間5時間以上を示す個体であ
り、ヒストグラムでみられた2つのピークのうち死亡時間の長い方のピークをもつ群の個
体と考えられた。また、高温耐性の強い個体の平均死亡時間には系統による蓋はなく、高
温耐性にみられる系統差は高温耐性の強い個体と軌l個体の頻度の差によるものであると
考えられた。そして、35℃高温処理で分けられた耐性の強い個体、弱い個体を用いて交
配実験を行った由果、グッピーの高温耐性が伴性遺伝する可能性が示唆された。
今回得られた結果のように温度耐性が遺伝的要因に支配されていることは多くの魚種で
臣示されている2）3）4）6）。これらの研究は環境をできる限。同一にして環境要因をできる限
りなくした集団間の形賞の差異を遺伝的差異としてとらえている。また、異なる手法から
温度感受性の遺伝性をとらえている例もある。渋谷ら21）は天然から採取したアユとクロ
ーンアユのなわぼり行動を比較し、クローンアユを用いた時のほうが天然から採取された
アユを用いた場合より行動回数の変動が小さいことからアユのなわぼり行動に何らかの遺
伝的関与があるとしている。これは、クローン個体は遺伝的に均賞であり、その分散は項
要因に依存するという考えにのっとったものである。このように、クローン個体を用い
ることで形質の遺伝要因をできる限りなくし形賞の差異を環境要因としてとらえ遺伝性を
究する手法もある？このように、遺伝要因と環境要因からより詳細に温度に対する反応
網べていくことは変温動物である魚類において重要であると思われる。
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上鰐のように個体レベルでの温度に対する反応が調べられている一方で現在細胞レベル
での温よに対する反応も調べられている。細胞レベルでの温度に対する反応としてヒート
ニ■ミショックプロテイン（ストレスタンパク賞）と呼ばれるタンパク質が発見されている。これ
は（普段は器宮中に存在していないタンパク賞が熟ショックにより誘導されていることか
ら名付けられているが後の研究から熱以外の様々なショックにより誘導されることが明ら
かになっている○培養細胞を用いた研究では熱処理で耐熱性を獲得した細胞中にストレス
タンパク賞が蓄積されていることがわかっている。また、いくつかのストレスタンパク質
はその働きもわかっている22）。しかし、個体レベルでのストレスタンパク賞とストレス
耐性の関係についてはまだ明らかにされていない○
また近年、高温耐性のような量的形賞を解析する手法として分子レベルでの研究が行わ
れている。それは、QTL解析と呼ばれる手法である。QTL・とはquaantitativotraitloci
の頭文字をとったものであり、これはある量的形賞に影響を与えている遺伝子座の集まり
のことである。Wadoetal．23）はQTu牢析によりネズミのモルヒネ噌好性に関する3つの
遺伝子座群を発見したと報告している。
本研究で示された高温耐性の遺伝的要因の関与と高温耐性に関与する多数の遺伝的要因
の内で他よりも大きな影響力をもつ少数の遺伝的な要因の存在はストレスタンパク賞や
QTLと関連のあるものかもしれない。今後、魚類の水温耐性に関して個体レベル、細胞レ
ベル、分子レベルでの詳細な研究を行いそれらの関連性に関して明らかにしていくことが
重要であると思われる。
－25－
引用文献
1）吉田陽一絹（1992）．『東南アジアの水産養殖』（水産学シリーズ90／日本水産学会
監修）恒星社厚生閣．東京．
2）D．P．Scott（1964）ThermalReSistanc00fPik叫白餅IuciusL）・Muske”unge
（E．masquh70ngyMikd7m），andtheirFIHybnd・J・Fish・ReS・Bd・Can・・21・PlO43・
P1049
3）HirSh餉Id，M・F・，C・R・FeldrnothandD・L・SoItz（1980）Goneticd椚erencesin
phy＄iologicaltoloranceofamagoSaPuPfiSh（CyprinodonnevadensiS）
POPulation・Scienc〇・・207・P999－PlOO1
4）FemineJta．J．W・andMatthew苧・W・J（1984日ntraspecificdifFerenceinthermal
toleranceofEteoStOma＄PeCtabilelnconStantVerSu＄¶uctuating
enVironmentS．J．Fish．Biol．，25．P455－P461
5）LynneS．ProcarioneandTimLKing（1993）UpperandLoewrTemperature
ToleranceLimitsforJuvenileRedDrurTlSfromTexasandSou廿1CaroIJna．
J．AquaticAnima＝1ealth・，5・P208－P212
6）RobortField．，ShirleyS．Lowe・，Chri＄tineKaminski・，GrogoryS，Whittand
DavidP．Philipp（1987）CriticalandChronicThernalMaximaofNordlem
andFIoridaLaTgemOu廿一BassandTheirReciproalFlandF2Hybhds・
T．ArTlericanFisherieSSociety．，116．P850・P863
7）MasamichjNakaiimaandYoShihiSaFujio（1993）GeneticDeterminatjonof
heGrowthofhOGuppy．NjpponSui＄anGakkaiShi・，59・P461－P464
8）中嶋正道，高橋伸明，藤尾芳久（1998）グッピーにおけるコプラ斑の遺伝支配と発現・
水産育種26．P17－P25
9）安藤大筒中嶋正道廉尾芳久（189吋グッピーの脊椎骨数の系統差について・
水産育種．23．P59・P66
10）鹿野隆人，藤尾芳久（1994）グッピーにおける塩分耐性の系統差について・
水産育種．20．P47－P53■
－26－
11）Yodlihi＄aFujio・MasamichiNakajimaandYasuakiNagahama（1990）
DeteCtionofaLowtemperatureイeSiStantgeneintheguppy fbec胞
nL如血恥Withroforencetosex－linked
州le而ancoJpn．J．Gen0．，65・P201－P207
12）J・M・MacaranasandYoshihisaFujio（1987）GenebcDifferencesarnong
StrainsoftheGuppyPoeciliareticulata・Tohoku・J・Agr・Res・，37・P75・P85
13）M・NakajimaandY・Fujio（1993）Geneticdet品inationoftheguppy・Nippon
SubanGakkaishiリ59：P461－P464
14）T，ShikanoandY・Fujio（1998）EfFectSOfmother●senVironmental＄alinity
onSeaWatertOleranceofnewbomguppy Poec胞re鹿u血ia・
F始ho雨SSci．，64．PlO－P13
15）NaohiSaKanda，MaSamichiNakqiima，Yo＄hihi＄aFujio（1992）Genedc
VahatjonforThermalResistanc00川1eGuppy，Poecnb帽飴u血La・
Tohoku．J．Agr．Re8．，42．P67－P72
16）佐々木義之編（1908）・F動物遺伝育種学実験法』・朝倉書店・P64－円6
17）Wing0．0（1921）Apeculiarmod80日nheritanceanditSCytOIogical
OXP血－aぬnand・J・G引10t・，12・P柑7・P144
18帰属芳久ジュリーM．マカラナス，川田暁（1989）グッピーの低温耐性・
水産育種．14．P49・P52
19）Yo＄hihisaFujio，MaSamichiNakaiima，GoNornura（1995）Selec的n
ReSPOnSeOnThermalRe＄iStanC00ftheGLJPPyPoe戯作飴ub由・
FisheriesScience．61（5）．P731－P734
20椎々木信行，藤尾芳久（1984）魚類の近交による繁殖力の低下・水産育種・9・P27－P30
21）渋谷竜太郎朋伸吾．谷口順彦（1995）海系アユおよび琵琶湖系アキのなわぼり行動の
水温別比較．水産増殖．43．P415－P421
22坪野哲也．陸島史夫．青木宙（1997）『魚類のDNAD　恒星社厚生閣・P230－P239
－27一
23）Wadeh・BerTettini，Thoma＄NFerraro，RobertC・Alexander・Arthur
M．BuchbergandWolfgangH．Vogel（1994）Quantjtativetraitfocimapping
throeJocicontroIlingmorphinepreferenceuSJnginbredmousestrains・
NatureGeneticsH7．P54－P58
ー28－
表1
－1
本
研
究
で
用
い
た
グ
ゥ
ピ
ー
1
2
系
統
の
起
源
と
特
働
㌔
ブ
コ
莞
誓
芝
ノ
が
，
竃
は
と
し
F
2
壷
色
。
恥
備
象
遇
軋
作
成
し
た
系
統
⊂
　
キ
ン
グ
コ
プ
ラ
と
ア
ル
ビ
ノ
の
F
l
を
起
源
と
L
F
2
で
黄
緑
色
鯛
机
1
佃
伸
を
選
択
し
作
成
し
た
系
統
D
　
ペ
サ
ト
シ
；
サ
ブ
よ
り
情
人
、
雄
が
青
の
金
属
光
沢
を
も
つ
系
統
T
　
ペ
サ
ト
シ
】
サ
ブ
よ
り
は
入
、
伸
の
後
ろ
半
分
が
黒
色
の
系
統
T
I
 
T
系
統
よ
り
体
色
が
黒
く
な
ら
な
い
個
体
を
選
択
し
作
成
し
た
系
統
5
3
　
5
系
統
よ
り
分
職
し
稚
代
飼
育
し
作
成
し
た
系
統
S
3
－
2
3
　
5
3
系
統
よ
り
分
職
し
作
成
し
た
系
統
S
C
 
S
系
統
の
雌
と
コ
ブ
ラ
タ
イ
プ
の
雄
の
F
E
　
タ
イ
の
ベ
ッ
ト
シ
；
サ
ブ
よ
り
旺
入
F
　
ベ
サ
ト
シ
。
サ
ブ
よ
り
旺
入
、
フ
ァ
ン
シ
ー
系
M
I
 
S
系
統
と
M
系
統
の
F
l
O
　
沖
租
で
野
性
化
し
て
い
た
佃
伸
を
起
源
と
す
る
W
　
　
ペ
ワ
イ
ル
ド
タ
イ
プ
23℃　供試魚
l
8時間
l
87℃ ↓
ヽ
生死判定　 死亡
′
．ヽ
生存 l
80分
J
生死判定 死亡
′
－
1ttlt
lI
l↓　 死亡
生死判定 ・ ′
J全個体死亡
図1・137℃高温処理実験方法
ー30－
体長を測定
性別を判別
体長を測定
性別を判別
体長を測定
性別を判別
一代－
ul ul　．A
Ul　、J　　く⊃
温点rO）
u
くつ
???????．???????．????．????????????．?
??（??
?????????????????????
???????? ?
?）?????
?????????）?????
???????? ?
?）?????
???????? ?
（?????
???????? ???）????
30 40
10
J？．
20 30
D系統
′　■嶋｛l■　●●
40
10 20 30
E系統
かダ篭咄0。0
40
10 20 30
F系統
貞ゝ8才ふgゎ0
40
10 20
体長（mm）
30 40
即－3－18，C，D，E，F系統における体長と高温処理後の死亡時同の関係・
（■幼魚0雌成魚●雄成魚）
－32－
?????????）
（?????
???? ??
?? ?
????????
?）?????
??????
（??????
? 30 40
? 20 30 40
? 20 30 40
? 10 20
体長（mm）
30 40
図ト3－2　Ml凡S3，83－23系統における体長と高温処理後の死亡時間の関係
（■幼魚0雌成魚●雄成魚）
－33－
?????????）?????
?????????
?????
????????
?）????
?????????
?）??【??
? 10 20 30 40
? 10 20 30 40
? 10 20 30 40
10 ．20
体長（mm）
30 40
図1－3－3　SC，T，Tl，W系統における体長と高温処理後の死亡時間の関係
（■幼魚0雌成　●雄成）
ー34－
????????） ??
??????????
?）?????
????????? ?
（??????
?????????
?）?????
????????????
（??????
0　　20
体長（mm）
図1－小1．体長と高温処理後の死亡時間の関係
図は体長を1～4mmごとに区切り範囲内の個体の平均死亡時間をもとめ
その値と体長の関係を表わしたものセある。（【幼魚　○雌　●均
一35－
図1－4－2　体長と高温処理後の死亡時間の関係
プロットその他は図1－4－1と同様（■幼魚　0雌　●雄）
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表1－4　各系統における縫代飼育年数と
37℃高温処理後の平均死亡時間の変動係数の関係
系統　継代飼育年数
変動係数
雌　　　雄??㌫???
?
MI
T
TI
S3
F
SC
??? ?? ?? ?97．32　　　81．55
71．69　　　61．5
75．97　　　78．46
72．88　　　75．58
58．45　　　42．49
70．27　　　63．52
52．85　　　35．67
48．32　　　43．62
62．82　　　30．74
69．86　　　76．48
60．89　　　45．66
57．28　　51．85
57．67　　　49．69
37．05　　　33．01
46．84　　　21．43
★：野性集団起源の系統
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図2－135℃高温処理実験方法
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表2・135。C高温処理後の生残個体と各系統における37。C高温処理後の平均死亡時間の比較
各系統における”℃高温処理後の平均死亡時間
系統
平均死亡時間 平均死亡時間 個体数
B　　　　5．8±0．7
S3＿23　　　6．0±0．4
D　　　　6．0±0．7
C　　　　6．8±0．6
S3　　　　7．6±0．6
43　　　　4．9±0．4
45　　　　4．7±0．8
26　　　　4．3±0．6
28　　　　5．0±0．3
64　　　　4．7±0．3
各系統における 85℃高温処理後の生残率
生残率
50．0±4．1　　　84　　　　36．7±1．8
66．7±2．2　　　　54　　　　39．1±8．4
72．7±4．0　　　　55　　　　55．2±2．9
61．3±2．9　　　　62　　　　39．7±2．0
75．6±2．8　　　　45 55．9±2．6
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払2　各系統と35℃高温処理後の生残個体における37℃高温処理後の平均死亡時間
各系統の平均死亡時間
系統　　　　雌
平均死亡時間 個体数　　平均死亡時間 個体数
??
???
? 5．8±0．7
6．0±0．4
6．0±0．7
6．8‾±0．6
7．6±0．6
4．9±0．4　　　　49
4．7±0．3　　　　57
4．3±0．6　　　　16
5．0±0．3　　　　35
4．7±0．3　　　　60
生残個体の平均死亡時
系統　　　　雌
平均死亡時間 個体数　　平均死亡時間 個体欺
ェ
83－23
D
C
S3
9．1±0．6★　　　　36
8．8±0．9★　　　　81
9．6±0．6★　　　　84
9．6±0．6★　　　　39
9．6±0．6★　　　　86
6．5±0．6　　　　　21
6．8±0．8★　　　18
7．0±0．5★　　　　30
7．0±0．5★　　　　40
7．2±0．6★　　　31
★　各系統の平均死亡時間との間に有意差がみられるもの（危険率5％）
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国2－3　B系統でのストック水槽の個体と35℃高温処理後の生残個体の
37℃高温処理実験における死亡時間のヒストグラム
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C系統でのストック水槽の個体と35℃高温処理後の生残個体の
37℃高温処理実験における死亡時間のヒストグラム
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図2－7　D系統でのストック水槽の個体と35℃高温処理後の生残個体の
37℃高温処理実験における死亡時間のヒストグラム
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表2－3　各系統の生残串と85℃高温処理後の生残個体で
4．5時間以下の死亡時間を示す臆体の割合の比牧
各系統で4．5時間以下の死亡時間を示す個体の割合
系統　　　雌での割合（％1　雄での割合一％1
B　　　　　　　54．8
C　　　　　　39．2
88－23　　　　　42．2
D　　　　　　84．6
83　　　　　　29．7
61．7
57．1
57．9
50．0
43．3
35℃高温処理後の生残個体で4．5時間以下の
死亡時間を示す個体の割合
卒統
8　　　　　　　3．1
C　　　　　　　2．9
S8・23　　　　　27．O
D　　　　　　　2．9
83　　　　　　　0．0
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衰2－4　各系統の生残率と37℃高温処理において
5時間以上の死亡時闇を示す個体の割合ゐ比較
35℃高温処理後の生残率
雌　　　　　　　　　　　　　雄
個体数　　　生残辛
50．0±5．2
61．3±4．3
66．7±5．2
72．7±8．4
75．6±6．5
84　　　　36．7±4．4
62　　　　39．7±3．1
54　　　　89．1±5．0
55　　　　　55．2±8．4
45　　　　55．9±5．0
5時間以上の死亡時間を示す個体の割合
雌　　　　　　　　　　　　　　雄
個体数　　　割合
45．2
60．7
57．8
65．4
70．3
88．9
42．9
42．1
50．0
56．7
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表2・5　生残個体と5時間以上の死亡時間を示す個体での370C高温処理後の平均死亡時間
生残個体における37℃高温処理後の平均死亡時間
系統 雌
平均死亡時間±標準誤差 個体数　平均死亡時間±標準誤差個体数
B
C
D
S3
9．1±0．6
9．4±0．7
9．6±0．6
9．6±0．6
83－28　　　　8．8±0．9
????? ?
6．5±0．5
7．1±0．4
7．0±0．5
7．2±0．6
6．8±0．8
21
??????? （
5時間以上の死亡時間を示す個体における87℃高温処理後の平均死亡時間
系統　　　　　　雌
平均死亡時間±標準誤差個体数 平均死亡時間±標準誤差　個体数
9．9±0．9
8．8±0．6
8．5±0．7
S3　　　　　10．8±0．7
S3＿23　　　　7．7士0．4
21
???????
7．6±0．7
6．4±0．2
6．5±0．7
6．8±0．4
6．6±0．4
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図3・1交寵実験の方法
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表3－1親魚と子魚の生残串
雌生残率 雄生残率
親魚　　　　75－．7（87）　　56．8（37）
仔魚　　　　71．9167　　　　　49．4
日は個体数
表8－2　親魚の生死による子魚の生残串の違い
親魚　　　子魚腹生残卒 子魚雄生残率
雌生残　　　89．3（121）　　62・0（121）
雌死亡　　　　26．1（46）　　14．0（43）
雄生残　　　　87．5（88）　　　55．0（80）
杜死亡　　　　54．4
日は個体数
表3－3　観点の生死の組合せによる子魚の生残率の遠い
親魚の組合せ　子魚雌生残卒 子魚雄生残串
雌生残×雄生残　　97．2（72）　　66．7（63）
雌生残×雄死亡　　77．6（49）　　56・9（58）
雌死亡×雄生残　　4乱8（16）　　11・8（17）
雌死亡×雄死亡　16．7
日は個体数
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表3・4 83系統33ペアーの親鳥
パターン番号ペアー番号親魚世親魚雄
28　　　0　　0
30　　　0　　0
32
86
42
44
25
35
18
23
43
3
10
unknown　　　　5
12
24
17
49
14
48
??
????
???
41　　　0
1　　　0
31　　　0
9　　　　0
47　　　　×
6　　　　　×
unknown ll X
33　　　　×
15　　　　×
21　　　　×
??
????
?????????
?????????
??
4　　　　×　　　×
unknown　　16　　　×　　　×
45　　　　×　　　×
と子魚の生死に
子魚雌
よる6バク蠣ンの分類
生残　　　死亡
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表3－5　6つのパターンと推定される遺伝子型
パターン　　親魚の遺伝子聖　　　子魚の遺伝子型
1位生残×雄生残
2　雌生残×雄生残
3　雌生残×雄死亡
4　雌生残×雄死亡
5　雌死亡×雄生残
6　雌死亡×雄死亡
♀〆埼×♂〆叫
♀〆聖）×♂〆叫
♀〆灼×♂〆rY）
♀〆聖） ×♂〆rY）
♀〆ガ）×♂〆叫
♀匹rズ）×♂〆－Ⅵ
♀軒吼♂匹ヽ）
♀匹l杓，♀〆聖），
♀〆聖），♂匹～）
♂〆～），♂〆Ⅵ
♀〆聖），♀〆r札♂
♀〆聖），地
♀匹一方），♂〆rY）
〆～），♂匹－Ⅵ
は死亡個体
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第二章
グッピーの高温耐性と高温処理により発現する遺伝子
－62－
序論
水生生物の生息する衆境は水温、塩分、潮流、餌環境などのさまざまな要因
により決定されている。魚類は変温動物であり、その体温は衆境水温の影響を
強く受けており、環境水温は魚類の生息域の制限要因のひとつである。食用、
観賞用として産業的に価値の高い魚類の増養殖は各地で盛んに行われているが、
これらの増養殖はコストや技術的な理由から開放的な場所で行われることが多
く、水温は日射量、降雨、季節ごとの温度変化の影響を強く受ける。そのため
高水温や低水温により、魚がへい死する等、増養殖業が甚大な被事を受けるこ
とも少なくない。またギンザケは海面養殖時に夏季の高水温に耐えられないた
め、海面養殖の期間が1年未満と限定されていることなど、水温により増養殖
業が制限を受けるケースがある。それゆえに、魚類の温度耐性における辻伝支
配を明らかにすることは、高水温や低水温の環㈲こも適応しうる品種の作出に
おいて必要であり、水産業において価値のあることである。
これまでに養殖サクラマスを用いた高温耐性の調査が行われ、系統間差やア
イソザイム辻伝子座との関連が報告されている（中鳴ら，1992）。しかし、高温時
に発現する辻伝子やそれらの高温耐性との関連についての情報は十分ではない。
グッピーは南米原産の淡水魚で、飼育が容易で世代交代が早く、形態的特徴に
ょり多くの系統が作成されている。この様な性質からグッピーは成長、体色、
背椎骨数、塩分耐性、低温耐性、高温耐性などの様々な形質について、遺伝学
的研究のモデルとして用いられている。成長に関して　Nakajima and
Taniguchi（2002）は、グッピー系統間で観奏される成長の差異に注目し、体長の
異なる2系統間の交配実験から、成長の差異に2～3の遺伝子が関与しているこ
とを示した。また、体長の辻伝率を成長の各ステージ毎に算出し、雌親と雄親
－63－
の影響が各ステージによって雌雄異なることを示した。体色においては
Nakajimaetal．（1999）は蛍光色素胞の存在を示し、その辻伝支配についても示
唆している。安藤ら（1996）は、脊椎骨数は系統間で異なり、衆境要因ではなく
辻伝要因により決定されていることを示した8塩分耐性では鹿野ら（1994）は塩
分耐性における系統間差、成魚と仔魚の差などを示した0低温耐性については
Fujioetal．（1990）は低温耐性の系統間差、性との関連について調査した。高
温耐性に関しては、Kandaetal・（1991，1992）は系統間、家系間、体長の違いに
ぉける高温耐性の差を示し、アイソザイム分析により高温耐性に関与する主働
辻伝子の存在を示唆した。藤沢ら（1998）は成長のステージ毎の高温耐性を調べ
ることにより、幼魚が成魚より高温に強いこと・成魚では体長による耐性の差
はないことを示し、また系統別の高温耐性実験を行うことにより、高温耐性に
は系統差があること、雌の方が雄より高温に強いこと・雌が強い系統は雄も強
いことなどを示している。
また、高温時には様々な遺伝子の発現量の変化が起こり・それらの辻伝子は
高温耐性と密接な関わりを持つ可能性が考えられる。熱ショックタンパク質
（HSP）は原核生物（由良，1989）から高等動物（岨ch・1989）に至るまで広くその存
在が報告されている。高温ストレスなどにより生成が促される物質であるoHSP
は高温ストレスによりタンパク質が変性し凝集するのを防ぎ、酵素活性を回復
させる作用があると考えられ、生物の高温耐性に大きく関わっていると考えら
れている。
本研究ではグッピーにおいて、高温処理により誘起される遺伝子を検出し、
それらの遺伝子と高温耐性との関連を考察することを目的とし、以下の実験を
行った。
1）SuppressionSubtractiveHybridization法による高温処理時に発現する辻
一64－
伝子の検索
2）得られた辻伝子の高温処理時の発現解析
～65－
1）げレッション・げトラクテげ・ハげげげ－ション法による
高温処理時に特異的に発現する遺伝子の探索
－66－
生物にストレスを与えたとき、辻伝子レベルで様々な変化が起こっている0
また、そのときに発現丑に変化が見られる辻伝子はそのストレスに関する反応
と密接に関わっている可能性が高い。二つの異なる条件や組織において発現量
の異なるなる連伝子を検索する方浜としてDifferentialDiSPlay浜（Lianget
。1．，1992）と　Suppression Subtractive Hybridization法（Diatch8nko et
a1．，1996；Gurskayaetal・，1996）が開発されている。l）ifferentialDisplay法
はn即帆をランダムに増幅させ出現するバンドを異なる条件や組織間で比較する
方法であるのに対して、SuppressionSubtractiveHybridization法は2種類の
雨脚Aから得たcD恥を制限酵素で消化し、Driv訂（基準となるcD恥）とアダプタ
を接着したTester（発現量変化検出の対象となるcDNA）でハイプリグイゼーショ
ンを行うことにより、高い再現性と効率で特異的に発現したクローンを検出す
る方法である。DifferentialDisplay法がmRNAの3’端から数百ベースを増幅
し比較するのに対して、SuppressionSubtractiveHybtidization法はmRNAの
ランダムな部位における差異を調べることからSuppression Subtractive
Hybridization法の方がより効率的に翻訳領域が得られるとされている。
SuppresSionSubtractiveHybridization法を用いた研究としては、Tang et
al．（1999）がコイとゼブラフィッシュの脳において、ependytninglycoprot8in（硬
骨魚類の脳脊髄の可変性において重要な役割を果たしている糖タンパク）が特
異的に発現していることを示した例などがある。
本章ではSuppressionSubtfaCtiveHybridization法を用い、高温処理時にそ
の発現量に特異的な変化が見られる遺伝子の検出を行うことを目的とした0
材料と方法
実験に用いた系統と高温処理
実敦には本研究室でクローズドコロニ二として継代飼育されているS系統のグ
ッピーを用いた。この系統は60J水槽において300～500個体の密度で飼育され
ている。飼育水温は23±2℃で、餌として朝夕二回コイ親魚養成用のペレット（オ
リエンタル　ヤマト3号）と乾燥ミジンコを粉末状にし、与えている。
実験に用いたのは生後は0日以上経過し、雌雄判別が可能な成魚である0高温
処理法として第一章で用いた二つの方法のうち水温35℃における24時間後の生
死を調べる方法を用いた。500mlコニカルビーカーに供試魚を一尾ずつ入れ、水
温が35℃になるようにセットした恒温器に入れ、24時間後に生死判定をする。
水温は3時間半で35℃に連するので、水温35℃に曝されている時間は約20時
間となる。生死は外部からの刺激に対する反応の有無と蝕の動きにより判定し
－67－
た。
脚Aの抽出と¢洲▲ライブラリーの構築
高温処理として水温35℃に24時間浸潰後の生残個体、雌3個体、雄5個体、の
肝臓からRNeasyFibrousTissueKiniKit（QIAGEN）を用いTotalRNAを抽出し
た。同様に通常飼育個体として雌3個体、雄5個体からTotalRMを得た。得
られたTot81肌Aは一まとめに混合して以後の実験に用いた。
得られたTotalRNAを用いSWARTTKPCRcDNASynthesisRit（CLONTECtl）を用い
cI）M．ライブラリーを作成した。
Supprossion Subtractivo Hybridization
得られたcDNAライブラリーを用い、PCR－Select cI）NA Subtraction Xit
（CLONTECH）を用いてSuppressionSubtractiveHybridizationを行った。高温
処理個体から得たcDNAをTosterとしてサブトラクションを行った実験区をFS・
サブトラクションを行わなかった実験区をⅣとした。通常飼育個体より得た
cDNAをTesterとしてサブトラクションを行った実験区をRS、サブトラクショ
ンを行わなかった実験区を附とした。高温処理個体から得られたcDNAをTeSter
としてサブトラクションを行った実験区からは高温処理により発現量が増加し
た遺伝子が得られることが期待される。一方、通常飼育個体をTesterとしてサ
ブトラクシヨンを行った実験区からは高温処理により発現量が減少した遺伝子
が得られることが期待される。
Ⅳ．TACloningおよびDifferential岳creening
suppressionSubtractiveHybridization浜で得られたcDNA（FS、RS）をそれぞ
れベクターに組み込んだ後、大腸菌に導入した。ベクターへの組み込みはpGEM‾T
EasyVectorSystemS（Promega）を用いた。大腸菌の形質転換にはCompitentHigh
DH5α（TOYOBO）を用いた。各クローンを96穴プレートで培養した後、組み込ま
れた断片をPCR法で増幅し、一本バンドが検出されることを確藤した。PCRは
KODDashDNApolymerase（TOYOBO）、M13PrimOr（FW：CGCCAGGGTTTTCCCAGT
cACGAC、RV：AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAAC）を用い、95℃lmin・lcyc18、
95℃20sec．63℃20sec．72℃2min．25cycle、72℃5minlcycleの条件で行っ
た。
一本バンドが確認された後、FSとRSをナイロンメンプレンにプロットし、
Diff。rentialScreeningを行なった。FSをプロットしたメンプレンにはFSと
FUを、RSをプロットしたメンプレンにはRS、即をそれぞれプローブとして用
い、ハイプリダイゼーションを行なった。プローブはビオチン標識を行った○
－68－
ビオチン棟織に際してはLβbelIT Biotin Labeling Kit（blirus）を用いた。
蛍光の検出はPhototope－StarDetectionKit forNucleicAcids（Biolabs）を
用いて行った。FSとⅣ、RSとRUそれぞれの蛍光強度の比較を行い、差が見ら
れたクローンを陽性クローンと判別し、ピックアップした。
陽性クロナンのシーケンスと相同性の比較
得られた陽性クローンにおける挿入部位のシーケンスに際しては娼I DNA
Sequencingkitによりシーケンス反応を行った後、ABIPRISM377を用い塩基
配列を調べた。
得られた塩基配列は国立遭伝学研究所のDDBJ（DNADataBankofJapan）のBLAST
を用い登録されている遭伝子と比較した。
結　果
図2－1はSuppression SubtractiveHybridizationを行ったそれぞれの実験
区において得られたTotalのcDNAを泳動し、比較している。FSとFU、および
RSとRU、FSとRSとの間で泳動像に差が観察される。これは発現量の差異があ
る遺伝子が存在することを示している。
FSとRSをTAクローニングした結果、FSで960個、RSで960個の合計1920個
のクローン化されたコロニーが検出された。これら1920個のクローンに対して
ディファレンシャルスクリーニングを行った結果、48のクローンで、蛍光の強
さに差が見られた（図2－2）。49クローン（No．01－48，49）のうち41クローン
（No．01～40，49）がアップレギュレート（発現量増加）、8クローン（No．41～48）
がダウンレギュレート（発現量減少）であり、シーケンスにより配列を読み取る
ことができたのは46クローンであった。これら46クローンの塩基配列を表2－1
に示す。
クローンNo．12、26、33、42、44はSpodopterafrugiperdanRNAforallatotropin
neuropeptideprocursorと高い相同性を示し、e値はそれぞれle‾67、20－74、6e，77、
2e‾52、2e一心であった。クローンNo．11、28はGambusia affinis VgB mRNA for
vitellogenin，COmpletecdsと高い相同性を示した。e値はそれぞれe－133、e‾185
であった。クローンNo．06、14、38はACanthopagrus schlegeliiliver－basic
fatty acid binding proteinmRNA，partial cdsと高い相同性を示した。e値
はそれぞれ2e．69、6e‾87、60‾71であった。クローンNo．09、35はLepilemurdorsalis
genomic fragment，RAPDvith primer operon OPH4と高い相同性を示した。e
値はそれぞれ6e‾72、8e‾79であった。クローンNo．31はFundulus heteroclitus
cytochrome P4501A（CYPIA）mRNA，COmplete cdsと高い相同性を示し、e値は
－69－
e‾173であった。クローンNo．37はDicentrarchuslabraxmlG－CoAreductasemRNA，
completecdsと高い相同性を示した。e値は88‾92であった。2つ以上のクロー
ンが同一の辻伝子をコードしているものは、その辻伝子の異なる領域をコード
していた。クローンNo．49はHSP70と高い相同性を示した。Ee値は10－37であ
った。
その他のクローンにおいては高い相同性を示す既知辻伝子は観稟されなかった
46クローンのうち、既知の遭伝子と高い相同性を示したのは14クローンで、そ
れらの既知の辻伝子は6種類であった。
考　蕪
本章ではSuppressionSubtractiveHybridiZ．ation法とDifferentialScreenin主
により、48のクローンを検出し、シーケンスの結果それらのうち14クローンが、
6種類の既知の辻伝子と高い相同性を持っていた。
Vitゥllogeninは卵黄形成期に発現する卵黄の原料となるタンパク質である。慢
性の熱ストレスによりニワトリ雌において発現量が増加することが報告されて
いる（馳llengerL88et al．1998）。高温耐性との関連は不明だが、高温等の濁
度ショックにより卵黄形成が促進されるなどの影響からVitellogenin関連の運
伝子が発現している可能性が考えられる。
livcr－basicfattyacidbindingproteinは14－15kDaの低分子タンパクで、朋
肪酸の細胞内担体として脂肪酸の細胞内への取り込み、細胞内貯蔵、核の脂ガ
酸受容体への情報伝達制御、コレステロールの代謝制御に関与することが示喀
されている。哺乳類ではこれまでに少なくとも13種類のファミリーの発現が顎
骨されている（Pietroet al．2001）。しかし、細胞内機能については不明なぶ
もあり、高温耐性との関連は不明である。
cytochromeP450はチトクローム系におけるホルモンなどの生合成や外来脂浮世
異物の代軒に関与し、様々な分子種が存在している。高温処理により様々な萄
質が体内で変性し異物として認識されるようになると、その排除機構のひとイ
として機能している可能性が考えられる。
皿GぺoArOductaseの機能のひとつとしてコレステロール生合成がある。皿6－Co
reductase熱ショック（ZagerandJolmson2001）や高密度飼育（Gornati et a1
2005）によるストレスで発現量が増加することが報告されている。しかし、ス1
レスとどのように関連しているかに関しては不明である。
この他にallatotropinneuropeptideprecursorと相同性を有するクローンゴ
検出されたが、この遺伝子とストレスとの関連に関する報告は無く、どのよう
に高温ストレスと関連しているかに関しては不明である。
－70－
HSP70は多くの生物において高温ストレスのみならず様々なストレス条件下
で発現することが報告されている。グッピーにおける高温耐性の個体差にどの
ように影響しているかは不明である。
次に発現量に差異が観察された辻伝子が、高温処乳こ伴いどのように発現量
を変化させているかを調べ、さらにこれら発現量の変化と高温耐性との関連を
調べた。
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図2－1．cDNAの泳動像。左よりFS、FU、RS、RU
図2－2．ディファレンシャルスクリーニングにより、
蛍光強度の差が確認されたクローン
－72－
養2－1．蛍光強度の濃いから檎出された46クローンの壇纂E列
No．0l
cTGACCTrGCAGGCCGGCCGCGAArrCACTAGTGAm旭CGTGGTCGNGGC
ccGAGGTACTTrTNCAmCTCrAAACATGCCATCAGGrrGCTGAGCGT
TGAGGATCAGATACTrCACTGCACCACAGATGTGATCATTでTGCACTGCT
ATCAAmmAGCTAAAGAAAACACCTrGGTCAC皿TGCTGTCAGCCA
GGTGCTACmCATGAmGCCCACACAGCAAATGAGCCArCGCCTrTAC
GAmCGCmGCTCGTrGTrGTATCCAGTTTrrATmCTGAAGAGCCTCA
mcGmGTTCAAACCAACACCCTCCCACTGATrGGmTrGTCCAん旺A
TGTGGTrGCA〟rGACTGGCAGAGTNmGTGGArCATGTrCTGCTCTCCAC
AGCmCGGGTGGTAGATNA
N0．02
GGCAGGTACACTGGGGGGCTGCGAAGAGGAAGACCTGACTGATrCATCCA
GGGCAGAGAAGAGATGGATCArCMACACAGACACATCmrGCA〟rAA
ACACCCTGTGCCCACTGAm仏nlGC瓜ACTrAmGmCTGCTQCm
TrCGTATGTATGTGGmAACCIIGCGCATGATrrAATrCACTMGGA
TAGTTCAGGGTrmGTWCAGAGAAAACC皿AGAm姐CAC
TAC〟仏ACTCTC¶¶TGTGACTAmGACCTCGGCGCGAACACGCTAA
mcmGTGAArrCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCC
cAACGCGGTGGATGC瓜AGCmAGAmCTA丑AGGGTCAC
No．08
AOTG〟mAGCGTGGTCCGAGGCCGAGGTACTAAATAGTAACAAAAAGAGA
GTTATGTACGTGTrAmCMGTmCrCrGTnAm旭AA
cccTGAACTATCCCrrrmAAGTOAAWCAmTOCACQGmCAC r
ATAC劇ACGAAAAAAGCAGCAGCAACA血腫AAGTATGCTrAmATCAGTGG
GCACAGGGTGTrI∬TGCATAGATGTGTCTGTOTCmGATGATCCATCT
cTrCTCTGCCCTGGATGAATCAGTCAGGTCTrCCTCTrCACAGCCCCCCG
cGTACCTGCCCGGGCGGCGTCGAAATCGA〝rrCCCGCGGCCGCCArGGGA
GCArGCGACGTCGGGCCCAArrCGCCCTAmGTGAGTCG肌CA瓜TC
ACでGGCCGGCGmCAACG
Nb．04
AGTGAT％GCCGTGGTCGCAGGCCGAGGmCACArrrI宜mCTTAAGGCT
AmCTCTGTAATCTG劇でGGTGGHrWCmCCTrCCACAGGCm
cAGTCACGCTCACACGGCAACATGCCTACGCAAGATCGAAGAAArCAAAG
AmCTG（汀GACAGCCAGGAGGAAGGAでGCTAAGTCCCGTCAAGATCAA
GAAGAACAAGGACAACGTGAAGTTCAAGGTGCGCTGCAGCACGATACCTG
¶73－
TACTGCAAGTCACGGAAGGTrCTAGACCTrAAGCCAGWGAGTTGTT
GGAAAGGCGCA膿ACArGAAGACTGC汀CAAGCCTAAGAATGTGTCTrCAT
GmGAGAAGTCAmTrGmCTCATGTCAAGCCATCrGAGCGAmC
ATGCCTGCAAACGCCCTGGGTACCTGCCCGGGCGGCCGTCCGA〟rCGA〟r
TCCG
No，05
GGTCGACCTGCAGGCCGGCCGCGAAmCACTAGTG皿CCGTGGTCGC
GGCCGAGGTACACAm皿CTmAGGCTAmCTCTGTAATCTGHr
TGTTGGAmTATCmCmCACAGGCTTCAGTCCGCTCACACGGCAAC
ArGCCTCGCAAGArCGAAGAAArCAAAGATrTCCTGCTGACAGCCAGGAG
GAAGGATGCTPAAGTCCGTCAAGArCAAGAAGAACAAGGACAACGmAAGT
TCAAGGTGCGCTGCAGCACGAWCTGTAmAAGTCACGGAAGGTrCT
AGACCrrAAGCCAmGATrGAmGGAAAGGCGCAAmCKrGAAGAC
TGCTCAAGCCnAAGAjuGTGTCTrCATGmGAGAAGTCAAmGTrGm
cTCATGTCAAGCCATCTGAGCGJmCATGCCTGCAAACGCCCTGGGTAC
CTOCCCOGGCGGCCGTCCGAArCGAArTCCCG
No．鵬
mGGAGGCGGGCCGGCGAGTrCAmGATG劇AGCFTGACGGAAGAGGT
cc仏GCGAGCmCrrCTCAGAAGAでGTrATCjhGATGGCCAAAGA
cATCAAACCGAmACTGAGAmAAGCAGACGGGCAATGACmGTCATCA
CCTCCAAGACGCCTGGAAAGACTGTGACAAACTCmCACCArCGGGAAA
GAGGCrGAJmCTACCATGGATGGCAAGAAGCTGAAGTGCGTTGTCAA
mJGGAGGGAGGAAAGCTGGTCTGCAAAACでGGCAAATTCAACCACTCAC
AAGAGCTCAAAGGAGGAGAGATGjmGAGACTCTGACTGTGGG（汀CAACA
ACTCmTCAGOAAGAOCAOAAAOAm舶CCCGACAGTOACAAAGATACA〟mTGC醐AAAAAAAGTGG
No．07．
TGGCGGCCCGAGGTACACrrATAmGTrCTnAAA〟r幻でGAGGAGGTAT
cTmA〟rGTCCTrATGCTTZmGACAGArCAACJmCCCCTG
AAATGGACm舶TαnⅦ劇1AGAAATGTAGAACCTACTTTTAAAAAG
AArCGGCGGAAAGT〟rGTmCTrrAATrrrGAAAAGTCTATAAAACCA
CTTTmGAAmATTTTATTATTTATmCGTCAm旭GGAT
GACTCTrATTrrGAAGAGCATACTTACGCTTrATrGTAGAAATCCCAm
CAGGAGATGCAGGCTCCGTGGNTGCCATGGCGAITGmCCTmGTGGA
CAGCAGGTGTATCAGTGAGA〟rrCACCGTCTCmCCTCrrrCCCCCGA
GMAAACAAGATGCA
－74－
No．08
CGACmCAGGCGGCCGCCGA〟rrCACMTG皿CGTGGTCGCGGCC
GAGGTACCCTCAGAGGAMGTCACAmCACACAmCATCATTGA
CAmTAmCAAGTrCGACAnAGGAAC．mGTCAGGATACAAGTCT
GGAAAGTrGAGAGACAmCATCTrCTrCATCACTGGACTCTGCArCTGT
TACATTTITATrGTCNGTCAGGAGGAAAGAGAGAATAC％CAACArCCAC
AqAAGGTCAGTmGCmCAAACACAGCWGGGAmAAGACAGAGACT
肌AGTrGmAATArrGGCCAA〟】淡nuTACCCAAACCGTCCCACAmC
TGTATCAGCTCCAGAGTGGTCmCAEiTiTTGCTGTmGGGCCCTTAA
CCCATCCGAGGCCTrrGTGAGGCTGCCATmCAGCGGGGTmGG
ACAAGGGCGGCGAmCTCCCCAAAAAG
No．09
ccGCCCGGGCAGGTACGGCTAmGGGGn打AAGAGACTCCAACACATCT
CTCACACAAGACTCrCCAmCCmCTCCCCCnnTGTTGmCTr
CCAAmCCAGCACnuAGTGGmCArnて汀ACCTCGGCCGCGACC
ACGCMCACWGAArrCOCGGCGCCTGCAGGTCGACC脳でGGGAG
AGCTCCCAACGCGTrGGATGCAmGCTrGAGTmCⅧAGmTCACCTA
A劇mGCmCGTAATCATGGTCAmGCTGTrrCCTGTGTGAAATrGTTA
TCGCTAA
No，10
GCAGGCGGCCGCGAArrCAmでGAmCGAGCGGCCGCCCGGGCACGG
TACCATCAWCCArAGAGAAGGTGGTG肌GmTAACCCArr
TCACGGAGCATAApGCCGCACCCCAn〟rACGGA（mCmCAAArCGA〟r
CAAACAGCAGGCACTGTCでGTCTCAmGCACGAACrCCAGCTGGGAGGAG
TCrCCAACTCTOQCCTCAGCAmAACAAGCAOAAOACCCACAAGACC
TGAAAAACAAATCATTGCAGCrCACTGTTGAGTTCTCAGCTrCTCGAACA
GTAATCCCCCGGTACCC
No．ll
TGGTCGCGGCCGAGGTACACA汀GTmCTCTTWTrCATC九九GGAGAAGG
TCATrGCrGGTGAAGTGACCGCTGCTrGAAGCTGTTCAGGCCATGATGGCA
TCCACACACTTGGTGACAGCCGACCでGGAGGCCATCAAGCTrCYrGGAGGA
ATrGGTCAAGGCCCCnAAGGTTCAAGAAAATGCTGCmGCGTGAGGTCA
CCATGCmGGCmGGCACTGCGATrCACAAATACmTGCAGAGAACCCA
TCATGTCCACCTGACCrrCTCAGGCCMGCATGACArrATrGCCAGTGC
TCTCGAGAGACGTGACA〟rAArGAGCTCTCCCTGGTTCTCAAAGTrmG
GTAATGGGGGACATCCCAGCAGTCTGAAGCCGArCArGAAGCTGCTGCTG
GmCGGCAACTCTGCCTCCAArCTTGAGCACAGAGTrCATGTTGmCT
－75－
GCTmCACTGAGAAA
No．12
GAGCGGCCCCCCCGGGCACGGTACCmrGTTTMGCTGGHrmm
TrGTmCmCAGTCTAATGTGTrGCATCCGTCTTrTTrrCCATCCCTG
GCCGTrCGAAAAGCCCAGTGCTGAAAACGGACTGGTGTGAAAAATGACCT
cAAAA腑GCCAGATGTGAAAAAAGAAA九九岨AACTGACmGTGACmG
TTGAACTGTAmAJmCTGTAmGCTWGCAAAAAAAAAAAAGCTG
卿AGACTGACCATGTAAAACAmCCTCGGCCGCGACCACGCm
ATCACTAGTGA劇汀CGCGGCCGCCでGCAGGTCGACCAmTGGGAGAGCTC
ccAACGCGTrGGATGCAmGCTTGAGTATTrmGTGTCACCTAA瓜AG
cTrGGCGGA躍CATGGGCAmGCrGTrrCCTGTGTGAAmGTrNAArCG
CCANNANNNTNCNNNGNNANGGC
No．13
GGGGCGAATrCCGAmCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGmCCAAGCTAAGC
AGAACGCCGAGAでGGAGGCTCTGAGGGCCA摘JGGAGCCCCGTTATGGC
GGCATGCGTCAGAJu3GTAGCCACCAACGTGGATGAGACCAGAGCTGCCCT
GJWGCCCmTTGAGTCTGTGCGCACCAAGCTrGTCGAGCGCCTGGAGG
cmAGGCGAmGCmCCCCmCGTGGAAGAAJACAAAGAGCAGCTGA
GACAAGCCTACAGCCAGGCACAGGGTGTCAmGCTGAGCAGATCAmAGC
cTGAGGGAGAAGCTGACTCCTCTrGGAGAGGAAGTCAAGGAGAAGATCCA
TGCCATGGCrGCCATCATCAGAGATACCTI・CAGCAAAAACTAAATGCTCT
GTATCmCTmCrmACCrCACCmGCrGTCTGTCmGAM〟rrG
AAGCTGTGTCTATGTrmCmCCCCCrCACAAACAGA
No．14
cGGCCCGCCArGCCGGCGAmCGGAmGCGTGGTCGCGGCCCGAGGTA
crcccAGGAAAACTACGAAGAGTrCCTCCGAGCCATGGAACTCCCAGAAG
ArGTCATCAAGATGGCCAAAGACATCAAACCG・meTGAGATrAAGCAG
ACGGGCAmGACmGTCArCACCrCCAAGACGCCTGGAAAGACでGTGAC
AAACTCCTrCACCAJCGGGAAAGAGGCTGAAmACTACC瓜一GGArGGCA
AGAAGCmAGTGCGTrGTCCGAATGGAGGGAGGAAAGCTGGTCTGCAA
AACTGGCAAmCAACCACTCACAAGAGCTCAAAGGAGGAGAGAJGATrG
AGACrCTGACTGTGGGCTCAACAACTCTrGTCAGGAAGAGCAGAAAGArr
mACCCGACAGTGACAAAG皿CA〟Ⅳ汀mATTTAAATAAAAJM
AAAGTGCGTGA
No．16
GGGAAATrGCG〟mCGAGCGGCCCGCCCCGGCAGGTACAGCTGGGTGGC
－76－
TGGCTGGCTGGCTGGCTGACTGACTGACTGACrGACTrGACrGAC汀GAmlG
GGTCTGGGAGGATrCTGTrrAAJCmGATGA〟rGTGAAGCCTGTTTTn
AArmCCTrAJAmCATGTGTTCATAAATGTrIVrCTmCAW
CCTACmCACAmGTCTTTTTGCACTmTATGTGAAGGAAm
AmACACAAWCArCATrGGCGTGTrCACAでAAAGAAAGGTrGTGTA
No．16
AGCGTGACACMAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTrGGGAGCT
cTCCCAmⅣGGTCGGACCTGCAGGCGGCCGCGAATrCAC型虻汀G〟nAGC
GGGGGCCGCCGGCCGGAGGGACATGAACTGTrCmArATGACTCCAAA
AAAGACATTATCHrGmACCCTGmGGGAAGCTGAmCGGmrGT
GGTGCAGAGAAANNNTnGNAACGNAGGACACAGGANANGGANACTrrm
AGTNTNGANNTrNAmCNCAGGNGAGCNAANGCATAJmCACAGCAG
GAArGGNA山肌TGAGCTANGAでAGAACCACANGNAA仙AmNTr
GTAAGCACCAn醐CrCTCTrCCAAGTTrAGTNANCAAAGGNTN
ATrGNNCAGmAAGNNTNGCAGNTAACNANNTGTGGAGAAGTAAATNTCA
ACAAANGGGNACATrCGCNAMでGCTmNTGCrOGAAAA
cAGTCTrCNTTGAACTTGCTG肌WTⅣmGAG汀ANAGC
No．17
AGCGTGACAmAGA瓜ACTCAAGCWGCATCCAACGCGTTaGGAGCT
cTCCCAmrGCCATGCCGNGNGAAmGmCGTGGTCGCGGCCGAGO
TACTCTGAAGCAGTrCTCCGAmCCⅨ氾GTGACAGGAA耶mCCGCT
GGTGACAAGATCACCmmACmGTCArGTATGAGCTGCTGGATCA
GCACAGGATGmCArTCTTCArGCTrGGATGACTrCAAAAACCYrCAAAG
AmCTrGGACCGCmAGGCGmAGAAGmCmCCmCATGAAG
TCCAGCAGGTrCArIAAGACrCCCGTCAACAACAAOATGGCCAAJmOOO
ACACAAGAAGGAGTGAAGACGAAACTCACCTCTGCCrrWA姐IACAAAG
TGCCTrCCTCAAGTGCAmCCGGAGAAACGMCAGCAGTAAAT
¶MmCAMCATGAAGGmCATGTCmCGACA山払GG
AⅠ黒rGAJGGrGA〟rACTTrrAmCAATCAAAGCACTTGTTAGTTTTGT
AACATG
No．18
AGCGTGACACrAmGA〟MTCAAGCTATGCArCCAACGCGTTGGGAGCT
cTCCCAnⅥKn℃旧汀CGCGGCCGAGGTACACAmCTCTrmAGTrCATC
AAGGAGAAGGCCGGNCGCCATGCCGGCGAAjmCG爪GCCGTGGTCGC
GGCCGAGGTACCGCCGGGCrTrAACACGAGAAAATCAGTTCGCCACAAGA
ACATCmAAmTGACATCAACCAGGArGTGAAAGmCTGCCACAGG
AACGGGAGAAGCAACAGTGAAAJmGmCGCTTTArr〟rGCCATrCCTA
ー77－
AAGAAAAGGAAAGTGACTGCCAGAAGTIWCTCTCTGTCCAACTWC
CCAGAAAAAGAGACAGACGATGGCAAGAmCATGCmGGmCG〟rC汀
TCTGで椚AAGGACAGGAACAGTGACGCAAAAATGACGArCCmGAC劇TG
GCCTGCTCACCGGATrCACTGTTGACACAAAGGACCTGGACGCGTTN
AAAGGACGCGCCCCGCArCAmCAAGGⅥ汀GAGATGAACACAGTTCTGT
mAAACLAGGCTCACTCATCATCTATCTGGACAAGGmCACACACACGA
CCAGAGGAGATCAGCTrrr
No．20
AmCGAmCGAGCGGCCGCCGGGCAGGWGCGGGG肌GAAGAAAGG
AGAAGGTnGTCAGTTTrmCAGGACTGAmCATCTGAACAATGGTCGAG
mmCTGCGAACATGGAAAmGGTGGAAAGTCGGAAmATGAmCA
TGAAGGCAmGGAGTrCCrmGCCACAAGACAAGTGGCCA〟rGWC
AAACCCACGGTAATAmCAGCACAGATGGGGAmGAGTGGTG仙C
TCAGAGCACCmCAGGGTCACTrGAAGTCTCAACCAAACTTGGAGAGGAGT
TTGACGAGACTACACCTGACGACCGAAAAGTAAAGTCrmCCmCCATG
GAGGGAGACAACTrGTGCAでACACAGAmOArGGGAAAGAGAACAAA
mCAAGWGAAGA〟rGGAAAGATGGTGTTGACGGTAACCTTnG
GGAGTCCAAGCAGTrCGAmmGAG
No．21
0TGGACCTGCAGGCGGCGCGAATrCACTAGTGAmCGAGCGGCGCCCGG
GCAGGmCAGCmGTGACCCCACTCACATCCATGGTGGTCACCAAGCCT
CAGGGGGAGGAATCCGTCCTCCACAAACCCAAAGAGGGGAAAACCGCCAC
AGTTCACAGGAGGJuGAGCTGGGGGCTGTTGACCTmCTrCAGTCACAG
GAGCTGCAGTATCTrCTrCCAGATrrrCTGCTGTTCCTGCAAGAAGAGCT
O（｝OTCCCmCTGOAOOAGGAAGAGCTGGOGCCTGTWOACCTCTTCT
TCAGCAAGAAGAGCTGGGTCCCmCrGGAGGTGCTGCTGTrCCTAACAT
TCAATCCmCCmCn：GCTGG汀CTGGTrITGGAGmCrGGTCGTCTrG
GTCCTCCAGGTCCrCCGAGTITIでimlCTrCCAGCTGCTCCAGCTCCTCCYr
GATrCrCCTGGmGCTCCTCCAGm
No．22
ccAT〟rGGTCGACCTGCAGGCCGGCCCCGAArrCACfmGTGmAGCGTG
GTCGCGGCCGAGGTACTGGGGGACCGAGCTGGACTCTGACCmCTGTGC
GCでGTCArmCAACATCTCAAGCGCAGmGAJGGCTGCAGCATGAC
TTCGGTCACCrCTCTGTCTrCAAGAAGTCCAAGTGGAATCACCTGGTCCA
CAAGmTrmGGACmGGGAGCCGCAGCCAGCTGGTGGAATC
ACCTGCJmCAATCATCATGCCAAACCAAATGTCCrGAGCAAAGACCCT
GACGTCAACAでGTCGGGCGTmGTrCTrGGATCTGTrCAGCCTGTGGA
ー78－
GTACTGCTTCAACTACA〟mGGCAnuAGCⅥ打GGmGCCCCGCAGATr
TCTGAGCAmGCCGTAGAATACTCCAGGCCGTGATGTAATGAAGGCTGT
CTGGmGTCGTCCGGGAACTGCATCTArl▼1▼lA劇汀C
No．23
CAGGCCGGCCCCGAATrCACTAGTGJmGCCGTGGTCGCGGCCGAGGTA
CCCCGTCAGACAMGTCAAAAAAAAAGTCTCACTGAGAATC耽rGTCC
GCTAAAGG瓜ACAMCTGGGTG肌AGTGCAAAAGTTCCCTGGAGTC
ATAGTCCTCAATmCTCCATGGCATCCACACAGCGTTTGCCAATGT
CCCGGAGTTCTCCTGCAGCGACCGACTGGmGGGACGCTCCAGGGATGGA
TCCmGCAjmCATCmGCTACAAGGCCGAACAmCACACTCCTG
mTAAACCTCATCTATCTCTCTCCTCTrCTGTrGGAmGCTCTGTCTC
GTGCCGCCCGTCTGGTCGCAGでmAAGGGAGCTCCCCATCTCTGCTTCGC
TCTCTGTGATCTCCCTCTCTGCmGGmCGCTCGTTTTGAAAAACAGT
GATCTGCATGTCCTrGTCTCTGCTGGA
No．24
TACTCAAGCMGCj汀CCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCJMGGTCGACC
TGCAGGCGGCCGCGAmCACTAGTGjmCGAGCGGCCGCCCGGGCAGG
TACGCCGGGAGGCGAACTrnAAGCAGGCGCCCGTATCmCACGTTCC
AGCでGGTGAGAGGGCAAAA（mCTGAAGAAGTAATrGAGAGGAmTITT
CTCTGTCTGAAATGGACCCGGAACACGGAGGTrCTGGGGACCAGCTCCTC
CATCTGGACmCCCGTTGACGAGCGTGAACCCCGGAGAGGAATCTTGG
ACCTrCTGAGCAAACTCCGTCCTGAGTGGAAGACGCCGCACArrCAGArG
AAGACAmCAGAAGGCAⅠTACCAACCAGmATrGGCTGCrrACGmGG
CTCTCTCCAGGAGCCCGGTrGTGTrCでGGTGCGACmCGGCAGA〟rGA
CGQAQCTCmCGTGAATCGCGATCOAOAGOTGGAOAmTTCCAGGTCTTC
CAAGCGCACGGCTGCGGGCCCGAGATCT
No．26
TCAC［AGTGATIAGCGNGGTCGNGGCCGAGGNACTGNNANNCNCAmCA
NGCAm町NTTAATrCGAmCGAGCGGCCGCCCCGGCAGGTACCGCG（ユGG
GACGCGCCCCCATCATTTCAAGGT〟rGAGArGAACACAGTrCTGTCTGAA
AGAGGCTCACTCATCATCTATCTGGACAAGGmCACACACACGACCAGA
GGAGATCAGCmGGATCCATCAAAAJMTrGGCGTCTTACAAC
CAGCAGCCGTGTCTGでGmTACCTCGGCCGCGACCACGCWCAC
TAGTGAATTCGCGGCCGCCCTGCAGGTCGACCAr〟rGGGAGAGCTCCCAA
CGCGTrGGATGC劇AGCTTGAGTmMTCACCn皿AGCmG
GCGTAATCATGGTC〟rAGCTGmCCTGTGTGAAATrGTTATTCGmA
－79－
N0．27
A朗TCACTAGTG〟nAGCGGGGGCGCGGCCGAGGGACGAACACmCCTGC
TrCTCAAGTACATCAAGAACGACArGGAGTGGCGTITGCTrGAAGAGGGA
GHrGAGCAGCGGCCCACGTmCTrGGAAATCLAGCTGTGAAGCAGGAGGAA
GAGGAGCAGCAGCAGCCATCAGTGAAGCTGGTACTGGCTGTGGAGGACAA
cGCTGACCrGGAGCArGAGmCAmrCACCTCAGAGGACTGGTrGGAG
TGCTGGACAAGCTCACGCTGCAGGCCTGACCACCmCTCAACAGAmCA
AGAGAGAAATCGGAGGAGGGAACTTTATGAGAAAAAGTCTATCmGCACT
GGACTGCTrrGACTTTTrGTWAAATCTrATmACCGGGGCGCTCTrr
GTmCACTCCTCCTCTGACTCCACCTGmCCTrGAAACCAGTGATGCC
AGACCTCTCTATrCAGVGCTTGGGGAGGGmCTCACTrrrCTrrTCITr
TTmmCCGCCAGATGACGCACAGCmGGATTCTACAGAACCmCCC
ATCACCTTGTTTTAGGGTAAAGACArGTrGGA
No．28
AATrCACTnGTG劇1AGCGTGGTCGCGGCCCGAGGTACCGTGACTCCGAA
cGAGCGGOmCCAGGAACGCGACGAGCTrCGCrCATrCCTGGGTrCTGC
cTGCAAAGAGCTGCCCGTGAGGTmAGTGCTACATGCGGCmWTCGG
TGAAGCTGGAGAAGCAGGTCAGGGTGGCAGGTGAGGAATCTAAJWGCTAC
TCCGTCGAACCTGTGCTGCGCTGTCTGCCTGGmCAGTCCGTGAGAAC
cACCTCCGTCACTGTCGGmCCACIIGCGTrCCrCTGGAGTCGAACATGA
ATCGCCCTGHrGGTCTCAGTAGCATCTrCGAGAAGAGCATrGATGTGCGC
GAGACAGCGGAGTCCCACCTGGCCTGTCGCTGCACTCCACAGTGTGCCTA
mTGTTGCmCTGACATrCGTrCmTrrrrGTGmCArGG〟rGCTr
GmAAGTAAAAJAAAGAAGCA〟rrGAAmGAAAA
N0．29
GGCCGCGAmCACmGTGAmCGAGCGGCCGCCCCGGGCAGGTACCGC
cGGGATmTGCACGAAACCATGAAAAACAArGTGTmCGTIAA
TGTGCCAGCAGCACTGAGAAGGAAmCACCAGTAAAAAGAGAGCGAA瓜
TCAGCAmGmGTGCGACACATCACTGTGACGGGGAGjqGCTGGAA
AGAGCATrMGA山肌nTGAGTrGGATrCAGCACCACATGTAGACT
cACACrrATrCTAAJWAGTCrGACArGGTAACTCGACATrCCACATrCCT
cAAAAATCAGGmGAGCCAATrCACCTGCACGTGTGAACCGTATCCm
GAAGGACTrAACATCACTACCTCCGTCCAAACAJACCTGCCGGCArGTrG
cTGmGm・CAATCAGGGTGACCATAAAGTGCmGAGTmCAGAC
TGAAGACCAAAGAGmGAAAGTTmCTCAmn浪AAGmTTTmCMAGGTCATGAAATGC冊AGTTAAGCTC
AACrr A∬GAAGAAGGGCCCAACGCCAACrrCTAAr
ー80－
N0．30
ATrCACIAGTGAmCGAGCGGCCNCCGGGCAGGTACAGCCCmC
AAAGACACAACmCAGAGCGGAWCATAAATAAAmGGTAGG
CGCCTAGGTGGGCCTAAJuGCAGCCACCCYrrAAAGAAAGCGTrTAAAGCTC
CGACGCATCCTAACACCCGTAAmCCGACA〟IAAAACTACACrCCCTCAACACTACCAGGCCATTCTATTmAAGAGATmTGCMAG
TAmCAGAGAATGCACTrCTCTCCCCGCACACGTGTAAACCGGATCGGAC
AACCCACCGGAAmACGGCCCCAAACCAAGAGGGmIでAAGAACTAAA
AAAACAACAAGAAAGCCCCTmAACTrCAACCCGTrrrCCCCACACTGGA
GTGCCCCACGMACmAAAGGGGAAGAAGGAACTCGGCAAAAAAm
TCCTAAGCCTCGCCTrGTrnCCAAAAACATCGCTCTrTGACCTCATAAGAG
GCCCGCmGCCCTGTGACrrrAAGm舶CGGCGCGGATCTIIGCCGTCAAA
GGAGCGAATCACTrGCmm
No．31
ACAGCTrCCGmCATCAAnu爪氾CAAGAGTCTGGCCmCACAGAC
CAAGCrGGCAmGGCGGGCTCTCAAGんM瓜C代将CCrniCAGTGCACTGC
GTTCTmCCTCCCrGGATGGAAAGCTCCCAGA虻ACTCmCGTGm
GGAGGAGCACJmGAGGCAGAJmCAAAGAACTCCAAG
ATGTCAJGACAGCrGAAGGCAAmGCCmCCGCTAC〟FAGTTGTT
TCTmCCA〟rGTCATCTGTGGCAJmGCCGGCCGCMⅣGACC
ATCATGACCAGGAACTGGTCGGCMMCTCGCGAAGmTCC
AGGTGACAGGCA〟rGGCAACCCTGCAGAmCATCCmCrATGCAG倣r
CTTCCCAACAAAACAATGAAGAAGmGTCAACATCAACAACCGmCAA
CAAmCAAAAGCrCGTCACTGAGCACmCGCCACCTmCAAGG
ACAACATrCGTGACATCACAGACTrCTTAjmCTrCGAGGACCCGA
OmOOAT
No．32
GAArrCACMTGAmCMCGGCCGCCCGGGCAGGでACGCGGGGCTCで
AACATCTCCmACmCTC髄TCCACmCGCrGGACACACrC
mccTCTGCCCCmCAGC皿GTCCCAGCAGGTCAGGAAGCCAGCA
GA朋℃TCCGAmGAGGAGCITTCGACACCAACGTGGTGACCCTCACCAGG
mGrrCTGGAGGAAGGCAGGAAGGCCCAAGGAACTGGAGAGCTGACAAC
CCTGCTGAACTCCATCTGCACCGCTGTCA皿nTCCTCTGCAGTCA
GGAAGG（汀GGGmCmACCTmGGATCGCTGGAAGCACCAACGTG
ACGGGCGACCAGGTGAAGAAGCでGGACATCmTCCAACGACCrGGTGAr
CAACATGATCAAGTCGTCCm、CACCTCCTGCGTCCTGGTCTCGGAGGAAG
ArGAGAAAGCCArCATAGTGGAGCCAGATAAGAGAGGAAAGTACCTCGCC
GCGACACCTAATCGAATrCCCGCGGCCGCCATCGGAAGCA〟rGCCACGTC
－81－
GGGCCCA〟ITCGCC－Ⅰ宜IAGTGAGTCG
No．33
CGGCAGGTACCGCCGGGGGACCGCCCGCATCAmCAAGGTATGAGATGA
ACACAGTTCmCTWGCTCACTCArCATCMCTGGACAAGGTr
TCACACACACGACCAGAGGAGArCAGmGGmCCArCAん舶mAA
AGmGCCGTmCAACCAGCAGCCCGTGTCTGTGTANGAGmCCTCGG
CCGCGACCACGCMCACTAGTGAATrCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACC
AⅣ∬GGGAGAGCTCCCAACGCGTでGGATGC劇AGCTrGAGTArrCTATAG
TGTCACCn皿AGCTTGGCGTWCATGGTCATAGmmCCTGTGTG
AAArrGTMNCGC
No．34
ATrCACTAGTGmCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTACACAA∬ACAGCAC
AAAGCCAGAGmMTCGTCACCAGTGTAAATCCCACm貼TCCAC
TGTCATCATGATCACACACACCAGGAGCACCTGGAGCTrCCTCGTCCrGA
ACACAmGGGACAGGACCCACCCGATGACGAATCGTCCAAAGAmCA
GCCACrGCC∬GATGGAGAGCATGTACGGTGGCTrGCTCTCGCTCCAでGC
CACGGCTCACGCTCAGCTCAATG瓜GTAGAGCGAAGGGGCCGAAGAAGCC
CAGAGTGGCAAACAGTCCAAACAGAGAGTAGAGGACAAAGCTGCAGTCTT
TGAGGATGGAGAAGTCTAGGAGTC】MLGA膿mGCAGCAGATrGCmGm
CAGCCTGAGTでGCGTrCTrCTCCmGTCCAm而CGTCATCm
GITGTGTmmmCAGGTrCmCi〒i守i守CCAGAGAGmGGAG
CCGCTmGCmGTCTmCCAGTGAAAGT瓜TCTCCTC
No．35
CATQCCGACOTCOGGCCCAAmCGCCCfrAmGTGAGTCCGmCAm
CACTGGCCGTCCGTTrTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGANAC
CCAACrrAATCGCCTTGCAGCACAmCCCCmNGCCAGCTGGCGNAATA
GCNAAGAGQCCCGACCGATCGCCCTrNCCAACAGTTGCGCAGNTGAATGG
CGAAJGGACGCGCCCTGmG
No．36
CGGCAGGTACACAGCGGTGGTTAAATAGmmAAACTCCCGCTCTGC
TCTCAGTCGGTCmGAGTCGCmGTTGTTATWGGAACCGAAA
CGCmAATrGCGCAACACCTrGTTrAAmCA瓜鮎瓜TACTGAGAm
AAmAACACGmCGTrGATrrrrrrTATA．NCTrIVrTW
GAAGmCAAACGTmGGATmTGAAmGATAAGCCrGTCA
GAAGAGGA劇TGCTGGTCTCAGTGTCCCGGCGGCAATCAGTTTGTCACCTr
GCCGAGATCGACTCAAAACCrrCCCGCCArCGNCCGGTCGATCGCGATrG
－82－
ACGTmGGCACCTCTGCACTACTGGTAGTAGT〟Ⅳ灯CACATACGGAGC
GCCArnM汀GCTCCACTCTCACACCAAACCTCTGCTTAAAGCTGCAGCAC
GmAmAAAGAAAAGAmGHrmGで〟rGCATでAAAACmC
GCTATGT舶∬AACATGAG椚且G幻温肝CTCTAAAAAAJAAGAAAAACAArC
TrrGTCTTCTrC
No．37
GAmCACTAGTGAmGCGTGGTCGCGGCCGAGGmCAGTAGTTCCCAC
TGACTGCCACTACCrGCAGCrCAGGGAAGTGCTGCTGAGCTGCTCAGAGC
CTmCTGTGCCCmGAGArCATATrCArrCCCATAGCATCTCCTGTCC
TGCACTGGAAGCGn￥rGTAAAGAmCTCCCAGCCAGACCAACCAGCAAC
TmGTAGCCGAGCGAATCTGCFGCTGTrGTCAAAAACCTCrGTGAⅠ一GTC
CTGAAAGCCArmACTCyrCCAGCCAGGCmGACCTCAGCAGCCTrGC
AGGCAGATGGGAGTCTrGACCACAGGACCACGAGTCATGCCATCAGCCAGG
ATACAACTrGmGCTCCTCCAGACACAGCAmCACGACAGCCTCGGIT
AGTGCTTGCAACmAGCAACmCAGTAGTrGCCArGGGAACCTGGAACT
GTmCCATCCAGATGTAGAGGTCCTGCAACTCCAACCGGTACCrGCCCG
GGCGGCCNTCGAAATCGAATrCCCGCGGCCGCArCGGGAAGCCmGCCG
ACGTCGGGCCAArrCGCCmGTGAGTCGA
No．38
GAATrCACmGTGjmGCGTGGTCGCGGCCGAGGTACTCCCAGGAAAAC
TACGAAGAGTrCCTCCGAGCCAでGGAACTCCCAGA臓でGTCATCJuGAT
GGCCAAAGACArCAAACCGmCTGAGm舶CAGACGGGCA〟rGACT
rrGTCATCACCTCCAAGACGCCⅨGGAAAGACTGCGACAAACTCmCACC
HrCGGGAAAGAGGCTGAA椚ACmCCATGGATGGCAAGAAGCTGAAGTG
C（TTOTCAATATGOAGGOAGGAんOCTGOTCTQCAAAACTOGCAAmA
ACCACTCACAAGAGCTCAAAGGAGGAGAGATGAm蹴CTCTGACTGTG
GGCTCAACAACTCTTGTCAGGAAGAGCAGAAAGAm舶CCCGACAGTG
ACA舶ACA〟rGTC里打
No．39
GGTNAGTmNAACGCNCCCAGTGAmAATACGACNACMAGGGCN
AATrGGGCCCCGCGTCGATGCTCCCGGCCGCCATGCGGGNGNAArrCCGA
mcGAGCGGCNCCCGGCAGGTACATGCCATGCCGTCTCCmCAm
GGGAAGGGGmGGGTrrCTACrGAAAAAAAAATCGACTCTmCTmTr
TrGTATGGACATGAGTTGTGAAAAJMGGでAACCTGTC
No．40
TrCACTAGTGAITNNNATNCGAGTNNCTNmGGNCYrTNAGmGTTGm
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GNCATGGTACTGAAGCCTArCTGAAGTmCCCCCmCCAAAGCCAAG
GCCAGGGCAATCCTCTCTGGGAAGACGGNAGAAAAAGTGCCmCATCAT
TCATGACAJGAAGCCTCMAGAAGGGGAGCNGNTrATCAACTGTAGGC
ANGmCCArCCCGGGACCACCAGCNGATGTCCACCGmCAGmG〟ユG
NATCCCAGGAGCCCACTCAGGGTCAGmATGGAGCTCTGGGAACTGGGG
ACCAACGGACTrGACACCTGANNGGGGCCGGAGTGCCGmCTrCAAAAG
cTGTCAGTCACGCTmCAGAAGCAGTAAGAGAAGTGACAGAmGCAA
AGAGNTrCCAGGArTCATCGATCTGGmCA〟rGATCAAGTNGNCGTTC
TGGAAATACCGGAGGGANTIIGAAGTTTNGATCArCAmGTCGGCTCT
No．4l
TrCACTAGTGAmGCGでGGTCGCGGCCGAGGTACACNTGGAAGAm甘rC
GGACAGGAGTCTGGAGCTrCTAAGTAGOAGAAmCACGTGAAGGArGAA
GAGGTGGAAGATITrAAGAAGCAGGCCCGAGTGmGAACTrCGGAmG
TrCAACTCAAGGATCCCAACACAGAATITrGCAAAGGTAAAGAAGGCA〟r
CTGTGATCAGGAGGAMGTCrGTG紺CTGGAGGCCAAACrCAATrGAr
cTCGAGmCmCAGOAAAmⅣCATGmmGATGTmCTCGCCATCC
cACAACrrCTAGACTGAAAGGA〟rGGAAAAGCTGGATGTCAAGAAAmGCG
TGTCCGGGmGTAGAA鮎ⅣGAAAATGAGTTCTrCCCTrrAJnATAAAAAr
GTTGAGCACCC
No，42
TACrGGACGTCCAGAATCAでGCAATCTGGGCACGGAAGTCCGGCACGGAG
TGAGGCACCGGTAGGAAAAAGGTCCCTCCGAAAACAAAGTGでTGmCACCGTrHrGTITrC醐CGGCAAGTGCCGGACAmmGGTG
cTGCCGTGGTGATGAmCArCATrCGGAGMAGCmGACATCCACC
cAGTTOQATQOTGOCCG仙TGCCCACCTGAOGCCATCGCACAAG
GTrCCArCTrCCAAGCmCTIWCrCTCTCArGGACTrGA〟rGGATrGGG
TCATAmCACAGCWCACAGGAGCTGT（汀GTCCAAGAGACAGAAGA
CTGAACACAACCATGGCTGCCTGAAGAGACTCCArCATGGCCCCCTGCGT
ACCTGCCCGGGCGGCCGTCGAAATCACTAGTGA椚CGCGGCCGCTGCAG
GTCGACC劇黒rGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGArGCAmGCTrGAGT〟r
T孤灯AGTGTCACCTAAA∬AGCrrGCGWCATGGC劇AGCrGTrCCTG
TGTGAAA
No．43
GA劇TCAmGTGAmCGAGCGGCCNCCCGGGCAGGIACCGGCrGGTCA
GGAAACATGGAGAGGATCATGAAGGCTCAGGCmCCAGACAGGAAAAGA
cAmCAACAAArnM円通∬GCCAGCCAGAAGAAAACACTAGAAATCAACC
ccAAACATCCCCTITGTCAAGCAGATGCTCAACAGAGTCAACGCTGACGCT
－84－
GAGGACCAGACCGCATCAGATmGCAGTGGTTmmGAGACGGCAAC
TCTGCGCTCAGGATACCAGCTGGCCCGACACAAAAGCmCAGAGACAGA
ATAGAGCGCATCTCCCGGCTCAGCATGA〟mCCTCTGGAGGAACAGGT
TGAAGAAGAACCTGAGGAAGAGCCAGAGGAGCCAGCAGAGGAAGAGCCTG
AAGATAAAGATGAAGAAGTTMGACGACGACGACGATGACGA〟Ⅰ、CG
GCAGAGCAAAAGGATGAACTGTGAAGCACTG甑AGGACGATGTGACAAで
GGAACTGGAAAITGGAGTTCTrGTTCCmGCCGCTGTGTm肌TTATCTrGAGTGGdGTCCmGGGATGGGmGACCATrGm
No．44
CGGGACTCCTrGCGCAJGTCAGACAACACGTGCACGCrrGCGGCGTACGGT
CCCATCでGTTAGCTTGTrAmGmCAGTAAA∬AAGAJTTTCmCAGT
GCTGTGGAGTGACAGCAAGTITrCAACAAGTCMGGGGTmC
AGAAGAAAAAGTATGAGCGGGGCTCrGCACCAACTACArCACCAGGAACA
GAGCACCGAAAGAAGCrCATGCTGAGCCTCCmCrrCAGGCGGmC
CATCCTで九九AGGmCCACATGAGCCGAAACACAAGAAGAAGGTGA
ACAAAGGCTCCACTGCrCCAAGGACCTrCTACCTGCTCAAAGACATCCGG
TrrCTGmCAJGAGGCAATrGTGTCCAAGTTCAGAGAGTACCTCGGCCG
CGACCACGCMCACmGTGA劇TCGCGGCCCCrPGCAGGTCGCC血∬G
GGAGAGCTCCAACGCGTTGGATGC仙GmGTmmJAGTGTCAC
Cn鮎u皿氾mmCGAATCAIIGGCATA
No．45
CGGCCNCGAmCACmGTG皿CGTGGTCGCGGCCTGAGGTACCAGA
CGAGTTGAGGAAGCGCAGGAAGGGCGGCGAAGGACnGTCTaGACGAGTT
CCTCAAAGAGCTGGAGAACCCGGAGTGCCCGAGGGAGGAGATCATGACTC
AGAACAGAGACGTrATCOACCAOACGArCArGQAGGAOTCCAGCATrCTG
GCAGCTrmCAATGGAAGGCACGCACGGACAACTrrGGATGAGACGGTG
ATGCCTCCCCCATCCACCCCCCGTGGCGTnAAACGCAAGCAGCCCGTrGA
CAAGQAGGGAAGCmCCTLmACTCCCCTGGAGCAGCAGCAAGTGGCTG
ACCCGCTCAGAmmCAAAGACTAGACA∬GCCTCAGGTTGATmCC
CCCAGAGGAGGCAGTGTCAACCTrCACTCAGCTTGTCCCAGAACITGACCT
TCTCACCGACAAGGAAAAAGAでAAGAAGGATGACAGCGAAGAAGAGGAGG
AAGAGGAAGCCAGGCTGGAGACAGGArCAAGAAGAGAAGAGATGGACANG
AGAACCCAACAAGATGCTTCACGGNCTGAGCC
No．46
GCGGCCCGAGGTACAGCGAGTCGGCCATGATGGAGTCTCTrCAGGCAGCC
CGTGGGTGTGTNCAGTNITCTGTCTCTCGGACAGACAGCTCCTGTGATCA
GCFGTGAAAAMGACCCAATCCmCAAGTCCApGAGAGAGMG
－85－
CTrGGAAG〟rGGAACmGTGGCTGJUGGCCTCAGGTGGGCAm
CGCCACCATCCAACTGGGTGGATGTNAAGGCmITACTCCGAHrGAmAA
ATNATCACCACGCAGCACCCAAMGTCCGGCACTrGCCACAWCAA
TGACAACjrrAACGGNGATGAACAACACmGrmCGGAGGGACCTTrTII
CCTACCGTGCCTCACTCCTGCCGACmCmCCCAGAATGCATGATTm
GACGTGCAGTACCTGCCCGGGCGGACGTCGAAjqCACTAGTGA〟ITCGCG
GTCCCTGCAGGGCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTrGGATGCATA
GCTrGAGTmCで〟IAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGNAATCATGGCAT
AGCTGTrCCTGTGTGAAATr
No．47
GCAGGTACCAAGCTAAGCAGAACGCCGAGATGGAGGCTCTGAGGGCCAAG
ATGGAGCCCGTMGGCGGCGTGCGTCAGAAGGTAGCCACCAACGTGGAT
GAGACCAGAGCTGCCCTGA∬GCCCATrGmCTGmCGCACCAAGCT
TGTCGAGCGCCrGGAGNCCTGAAGGCGmGGCTACCCmCGTGGAAGA
ATACAAAGAGCAGCTGAGACAAGCmCAGCCAGGCACAGGGTGTCAATG
CTGAGCAGArCACTAGCCTGAGGGAMCTGACTCCTmGGAGAGGAA
GTCAAGGAGAAGATCCATGCCATGGmCCATCATCAGAGATACCrrCAG
CAAAAACTWCTCTGTATCmCmCmACCTCACCTrGCTGT
CTGTCmAmmuTGAAGCTGGGTCMGTTCmCTTTCCCCTCACA
AACAGACCACCTCAGAAGTGAAGCnuJGCCTAACrrATGAACAAAAA汀GGCGGAACmCTTCCCrrC（〕GAGCACGCAAmCJWGCAAG
CACGCACACAGAGACAC
No．48
GCGGCCNCGAArrCACTAGTGAmCGAGCGGCCNCCCGGGCACGGmCC
OCCGOOATCmQOTQCAGAAACCATOAAAAACAATOTGTAmCGTTA
ATGTGCCAGCAGGCACTCGAGAAGGAmCACCAGTAAAAAGAGAGCGA
A劇TCAGC．mGmGGTGCGACACArCACTGTGACGGGGAGATGCでG
GAAACAGCAm舶GAAAATrTAmGAGTrGCAでTCAGCACCACATGTAG
ACTCACACTrATTMGTCTGACATGGTAACTCGAC劇TCCACArT
CCTCAAAAATCAGGmGAGCCAAmCACCでGCAGTGTGAACCGl宜rCCT
TAGAAGGACTTAACArCACTACCTCCGTCCAAAC劇ACCTGCCGGCAJGT
TGCTGATGTTCAATCAGGGTGACCAIAAAGTGCCmGmGAGmCAG
ACTGAAGACCAAAGAGCmGAAAGmCTCAm購T
TTTrTmCTA．ATAGTGCATGAA〟IIGCAmmGTTAAGC
TCAACTrGATGAAGAAGGGCCCAACGCCAAmCW
No．49
GACmGGGACAACCTACTCAmTGTTGGAGTCTTCAAGAATGGACGTGTGGAGA
－86－
TGCMmACCAGGl浪ACCGCArCACCCCCTCAmⅣGTGGCCTrCACCAGTGAGGGTGA
GCCGTCTCAITGGTCLATGCTGCTAAGAATCAGCTGACCTCTAACCCAGAGAACACGGTC
mGATGCCAAGAGCTGATCGGTCGCACAでGGGGCG
－87－
カ　高温処理時に特異的に発現する遺伝子の
高温耐性との関連性の検討
ー88－
連伝子の発現量変化を簡易定量する方法としてR伴CR法の応用がある。逆
転等酵素を用いてRNAを鋳型としたI）NA合成反応（逆転写反応）をあらかじめ
行い、合成されたDNAを改めて鋳型としてPCR反応を行う方法である。PCR
反応を行うため極微量のRNAからでも目的の領域を増幅することが可能であ
ることから、元々含量の少ないmRNAの発現解析には適した方法といえる。
しかし、巨的としたmRNAの絶対量をあらかじめ知ることは不可能であるため、
基準となる遺伝子（mRNA）に対する相対量で表すことになる。基準となる辻伝子
は組織や状態によって発現量に変化の現れないと考えられる連伝子（Hou8e
鮎epi喝遺伝子）が用いられる○基準遺伝子としては解糖系の主要酵素の遺伝子
であるGAPDHや細胞骨格の構成タンパク質であるβ・aCthが多く用いられて
いる。
魚掛こおいてRTPCR法を用い、異なった条件下における特定遭伝子の発現量
の比較を行った例として、カマキリにおける海水適応前後における成長ホルモ
ンやIGF・Ⅰの発現量変化（houeetal．2003）やニジマスのスモルト化に伴い網膜
において発現量に変化のみられた辻伝子の検索（Damet血・2003）、タイにおけ
る塩分濃度変化に伴うNa・・紆・ATPa8e遭伝子の発現圭変化（Deane弧dW00
2004）等の検出がある。
高温ストレス時に発現量の変化するタンパクとして一連の熱ショックタンパク
（ESP）が知られている。これらESPは高温ストレスによって変性したタンパク
質の正しい巻き戻し反応（鮎餌dhdを促す分子シャペロンと呼ばれる働きをし
ていることが報告されている。しかし、高温処理とストレスタンパク質の発現
との間に相関を見ない例も報告されていることから（S血地肌d馳1991）、
HSPだけが高温耐性に影響を及ぼしているとはいえない。前章において高温処
理時に発現量の変化している遺伝子や辻伝子の断片としてHSP以外の遺伝子が
検出された。これらの辻伝子も何らかの形で高温耐性に関与している可能性が
考えられる。
本草ではRTPCRを用いて前章で検出された遺伝子の高温時における発現量の
変化を観察し、高温耐性との関連を考察することを目的とした。
材料と方法
実験に用いた系統と高温処理
供試魚として本研究室でクローズドコロニーとして継代飼育されているS系統
を用いた。高温処理は第1章と同様に恒温水槽にグッピーを浸漬させ飼育水温
である23℃から12分毎に1℃上昇させ37℃に達するよう水温を変化させた0
サンプリングは高温処理を行わない個体、水温が37℃になったときの個体・水
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温37℃中で3時間経過する間に確実に死亡すると判定された個体、3時間経過
した時点で生き凍っていた個体をそれぞれ用いた。それぞれの段階から確実に
雌雄がサンプリングできるようにした。
RNAの抽出とRT・PCR
各個体の肝臓と脳からQIAGEN社RNeasyFibrou8TiSSueMimiKitを用い
恥也1RNAを抽出した。また、第2章の相同性検索で既知の遺伝子と高い相同
性が見られた6の断片においてその部分をPCR反応で増幅するようにプライマ
ーを設計した。一方、既知の遺伝子と相同性を示さなかった未知の断片につい
てもシーケンスが比較的長く読めた8の断片についてプライマーを作成した。
また発現丑の比較対象となる基準遺伝子としてβ・a血を用いた。β・a血の配
列はグッピーでは決定されていないので、メダカの配列（S7488劇を用いてプラ
イマーを作成した（T濾a由etaL1994）。また、高温耐性に密接な関わりを持つ
とされるESP70についてもプライマーを作成し、ESP70については、今回の
実験で解析できた配列が短かったため、同じPoedhdaeの近縁種であるプラテ
ィで塩基配列が決定されているのでプラティ（ABO62113）の塩基配列を元にプ
ライマーを作成した。それぞれのプライマーの塩基配列を表3・1に示す。
TaKaRaRNAPCRKitを用い、各段階、部位についてRTLPCRを行った。逆転
写反応に用いる恥talRNA量を肝臓では100ng、脳では抽出の段階で十分な濃
度のRNAが得られなかったため、25mgにそれぞれ調整した。得られたeDNA
に対し、作成したプライマーを用いそれぞれPCRを行った。PCRは94℃2血．
1cyde、94℃2m血．60℃308ee．72℃1．5m血．30cycleの条件で行った。
得られたPCR産物をアガロースゲルで電気泳動を行い発現量の変化を比較した
結　果
Rで・PCR、一電気泳動を行った結果を図3・1、3・2に示す。HSP70では肝臓、脳い
ずれにおいても高温処理を行っていない個体から抽出したRNAでは殆ど発現
していなかったが、高温処理を行った個体では顕著な発現の増加が観秦された。
Ⅵbnogenin遺伝子（L・11、レ28）は肝臓において未処理の個体では発現が殆ど観
察されなかったが、高温処理を行った個体では特に雌において、．時間の経過と
ともに発現丑が増加していることが観察された。uⅥ∋r・baSieぬtty86idbin血ng
pTOtOn（L・14）は肝臓において、雌雄ともに経時的に発現量の増加が観察された。
Cれ0血omoP4601A（L・31）は肝臓において、未処理のもので強く発現が見られ、
高温処理を行うことにより発現量の減少が確認された。ただ、プライマー設計
時のPCR産物の予定サイズは・239bpであったが、実際に観察されたバンドは
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‡20bp以上のサイズを示しており、本来の目的の部位以外が増幅された可能性
が高い。
特定の既知遺伝子と相同性を示さなかったクローンではL・01、レ18、も－32、L・41
が未処理、高温処理間で発現量に変化が無く、いずれも発現していた。これに
対して、L－37とL・48は未処理の雌で発現が無く、未処理の雄と高温処理区で
発現が観察された。しかし、死亡個体と生残個体との間での発現量の差は観察
されなかった。L・22では未処理区で発現が見られず、37℃に遺した時点で一度
発現丑が増加し、その後発現丑が低下している。生残個体と死亡個体との間で
発現量を比較してみると、生残個体と死亡個体でややバンドの漉さに差が見ら
れた。L・09とL・05ではバンドは出現しなかった。
雌が雄と比べて高温に強い傾向を示すことから、Ⅵbnoge血が高温耐性に関与
している可能性が示唆された。また、生残個体と死亡個体とでバンドの濃さに
差の観られたL・01とL・22も高温耐性に関与している可能性が考えられる。
脳においてHSP70以外の発現は親祭されなかった。
考　察
Ⅴ池nogeninが高温処理などのストレスによってタイ（如描きu相成におい
て誘導されることはCarn占vdietal．（2005）によって報告されている。魚類以外
ではニワトリの雌において慢性的な高温ストレスにより誘導されることが報告
されている。Ⅵ加noge血は雌特異的タンパクであることから、雌でより強く発
現しているのが観察された。雌雄間での高温耐性の違いや高温耐性に関与する
主働遺伝子が伴性遭伝している可能性があることなどから、Ⅵ玩剋oge山nが高温
耐性に関与している可能性が考えられる。
allatotropinneuropeptide precID80r　と　liverba8ic鈷tty acid binding
probh、高温処理によって誘導されるものの、その後の変化が無く、また、生
残個体と死亡個体との間での発現に差異が観察されなかった。このことから、
これらの遺伝子は高温処理により誘導されるが、高温耐性には直接関与してい
ないものと考えられる。一方、L・22は生残個体と死亡個体との間で発現量に差
異が存在する可能性が示された。このことはL・22がコードする遺伝子が高温耐
性に関与している可能性を示唆するものである。し37、レ48は未処理区の雌で
は発現が無く、未処理の雄と高温処理区で発現が観察された。これらは高温処
理以外の要因により発現に変化が生じた可能性も考えられる。いずれのクロー
ンも今後、全塩基配列を明らかにし、辻伝子とその機能について解析を進める
必要がある。
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表3－1作成したプライマーの塩基配列
プライマー名　　　5’－3’　　　　　　　　　備考
β一鮎舶n rW
RV
nsIりO FW
RV
48
????????????????????????
?????????
OATGAAGCCCAGAGCAAGAG
AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG
AACGGCTCATTGGAAGAAGG
GACOGCAGACACATTrAGGA
TAOCCCACACAGCAAATGAG
OGCTGTGOAGAGCAGAACA
TTCCTTCCACAGGCTTCAGT
ATGTArrGCGCCTTrCCAAC
GGCAGGTACGGCTATTAGGG
CTCAAGCTATGCATCCAACG
AAGGCCCCTAAGmCAAGA
ATGATCGGCTTCAGACTGCT
TTGTCATCACCTCCAAGACG
TGTrGAGCCCACAGTCAGAG
CAGTTCGCCACAAGAACATC
GCGTCACTOTTCCTGTCCTT
TGACCTrACTGTGCGCTGTC
TGTrGACOTCAGGOTCmG
AGGmCACACACACGACCA
CTCAAGCTATGCATCCAACG
AAGCTGGAGAAGCAGGTCAG
CGCACATCAATGCTCTTCTC
GTrGCCAATGTCATCTGTGG
AAGGTGGCGTAGTGCTCAGT
AOAOGAGCTTTCOACACCAA
GGATGTCCAGCTTCTrCACC
TTTTGTAGCCGAGCGAATCT
GTCGTGCAATTKTGTGTCT
TGCACGTGAAGGATGAAGAG
AATTGAGTTTGGCCTCCAGA
TGGTGCAGAAACCATGAAAA
ACATGTGGTGCTGAATCCA
血llogedn遺伝子と相同性を示
した
liv餅・basi亡的8¢idbi且dh色
町鵬血遺伝子と相同性を示した
劇血0加pin遺伝子と相同性を示
した
両611喝血血遺伝子と相同性を示
した
卯00加0mOP450lAと相同性を
示した
HNKゝCoAreductaSe遺伝子と
相同性を示した
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図3－1各プライマーにおけるRT－PCR産物の泳動像（肝臓）
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絶食考察
高温処理などのストレスにより発現するタンパク質としてHSP70が知られて
いる（M。rimoto1989）。しかし、今回の解析でHSPファミリーの遺伝子は検出で
きなかった。今回のSuppressionSubtraetiveHybridization解析では発現増
加と現象でそれぞれ約960個、合計1920のクローンを解析した。サブトラクシ
ョンをかけた時とかけなかった時とではcDNAの泳動像にはぅきりとした差異が
観察されていることから、高温処理時には相当数の遺伝子において発現量の変
化が生じているものと考えられる。今回の分析ではその一部が解析できたに過
ぎないと考えられる。今後より多くのクローンを得、解析を進め、HSPファミリ
ーを含めたより多くの辻伝子に関して調べる必要がある。
今回の分析で高温処理により誘導が確認された連伝子はAllatoropin辻伝子
以外他の魚種や生物でも高温処理による誘導が確認されている（Pietroet al・
200l，ZagerandJohnson2001，Gornatietal．2004など）。これらはいずれ
も代謝を制御する酵素をコードしている辻伝子であることから、高温になり活
発になる代謝を制御あるいは変性したタンパクの除去等に関与していると考え
られる。死亡個体と生残個体との間に明確な発現量の差異が観察されなかった
ことは、高温耐性にはこれら辻伝子にそれぞれの処理能力が異なる対立遺伝子
が存在している可能性も考えられる。明確な個体差が観察される際は、それぞ
れの辻伝子のクローニングと塩基配列の差異を調べることも今後必要になると
考えられる。
また、得られた辻伝子が最終的に高温耐性に関与しているかどうかを判定す
るためには、解析用の系統を作出しておく必要がある。高温処理に対して確実
に強い系統と弱い系統を作出し、組換え近交系を用いた場合と同様の解析を行
い、高温耐性と遺伝子発現の有無との関連を雨べる方法が考えられる。Randaet
81．（1991）は系統間比較から少数の主働辻伝子による支配を示唆しており、
F。ji…tal．（1995）は選択実験から同様の示唆をしている。少数の主働連伝子
による支配であれば比較的早く系統が作成できる可能性がある。今後分析用系
統の作出とその系統を用いた解析が望まれる。
さらに、高温耐性に関連の可能性のある辻伝子の発現について、細胞レベル
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での発現の解析が求められている。細胞レベルの解析軋処理に対する反応が
個体レベルより直接的に得られることが期待される0また動物を直接実験に使
用することが場困難な場合において、細胞レベルでの解析が有効である。
sakamotMtal．（2002）や有澤ら（2004）軋クローンギンブナの細胞と個体にお
ける高温耐性を比較を行い、高温に強い個体から得られた細胞も高温に強いこ
となどを明らかにしている0グッピーにおいても今後・細胞レベルでの高温耐
性を解析し、個体の高温耐性との関連を調べることが重要である。
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